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La celulosa es el compuesto orgánico más abundante en la Naturaleza. Su potencial
energético ha sido aprovechado desde tiempos remotos por numerosos organismos; mas
recientemente ha atraído la atención de los biotecnólogos, que estudian los medios para
utilizarla como fuente de combustibles y otros productos químicos de interés industrial.
La investigación en este campo comenzó en los años 50, cuando el equipo de los Drs.
Reese y Mandels, del Ejército de los Estados Unidos, evaluó la capacidad celulolítica de más
de 14 000 microorganismos. La finalidad de su trabajo era determinar las causas de la
degradación de los materiales celulósicos (uniformes, cordajes, tiendas) observada durante la
Segunda Guerra Mundial, en las unidades militares desplegadas en el Pacífico.
A partir de la crisis del petróleo de los años 70, el estudio de la hidrólisis de la celulosa
pasó a ser una línea de investigación prioritaria en muchos países, habida cuenta de sus
potencialidades como fuente de energía alternativa, renovable y limpia. Pronto se hizo evidente,
que la viabilidad económica de esta alternativa energética estaba seriamente limitada por la
falta de conocimientos básicos sobre los complejos mecanismos biológicos que operan en la
celulolisis. El interés de los gobiernos en la financiación de esta línea de investigación decreció
en los años 80; sin embargo, el empeño de microbiólogos, bioquímicos y genéticos por resolver
las incógnitas planteadas en este atractivo campo de investigación ha permitido la continuidad
del proyecto.
Teniendo siempre en el horizonte la idea original de aprovechar la celulosa como fuente
de energía, otras aplicaciones industriales se han derivado del conocimiento adquirido alo largo
de estos años. Actualmente las enzimas celuloliticas se emplean en la elaboración de
detergentes para lavar ropa, y en la clarificación de vinos y cervezas (Pokorny y col., 1990); el
dominio de unión a celulosa presente en muchas celulasas constituye una interesante
herramienta biotecnológica, que puede facilitar la purificación o la inmovilización de cualquier
proteína por fusión a nivel génico (Ong y col., 1989); la enorme capacidad de producción de
celulasas de algunos mutantes de microorganismos celulolíticos puede ser aprovechada para la
secreción eficiente de proteínas heterólogas (Teeri y col., 1990).
1. APROVECHAMIENTO INDUSTRIAL DE LA CELULOSA
La producción anual de celulosa por fotosíntesis se estima en 4x10’0 Tm (Coughlan, 1985).
De esta cantidad sólo un 2% es aprovechada por el hombre mediante combustión u otros
procesos industriales (Vega y col., 1983); el resto se desecha en forma de residuos, o escapa al
control humano. Cerca de un 20% de esta biomasa no utilizada (unas 8x109 Tm, con un
contenido energético próximo a 3x10’8 J), podría recuperarse como materia prima para la
producción de combustibles, alimentos u otros productos químicos de interés (Detroy y Julian,
1982). Para este fin, es esencial la degradación de la celulosa hasta glucosa, pero las
características estructurales de este polisacárido y su asociación con hemicelulosa y lignina
dificultan enormemente su hidrólisis.
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1.1. Naturaleza de los residuos lignocelulósicos
La celulosa forma parte de las paredes de las células vegetales en íntima asociación con
lignina y hemicelulosas, constituyendo en conjunto la denominada lignocelulosa. La proporción
de estos polímeros varía según el origen del residuo lignocelulósico considerado.
La celulosa está formada por cadenas lineales de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos
13(1-.4). El grado de polimerización, es decir, el número de restos de glucosa que forman una
molécula de celulosa, puede oscilar entre 50 y 15 000 (Gilbert y Tsao, 1983). Las moléculas de
glucosa se encuentran en conformación de silla, giradas 1800 cada una con respecto a la
siguiente. Por ello, desde un punto de vista estereoquímica, es la celobiosa la unidad que se
repite (Fig. 1).
GLUCOSA
Figura 1. Estructura molecular de la celulosa.
Las cadenas de celulosa se unen mediante puentes de hidrógeno, formando microfibrillas,
en las que las moléculas de celulosa se disponen en ordenación antiparalela (Ltitzen y col.,
1983). A su vez, varias microfibrillas se agrupan en fibrillas, cuya agregación da origen a las
fibras de celulosa. Esta estructura se mantiene gracias a un elevado número de puentes de
hidrógeno y de interacciones de van der Waals, que proporcionan en conjunto una unión muy
fuerte, haciendo a la fibra de celulosa insoluble y muy resistente al ataque químico.
Aunque no se conoce exactamente la estructura fibrilar de la celulosa, todos los modelos
propuestos coinciden en señalar la existencia de regiones cristalinas, con alto grado de
ordenación, que se alternan con regiones amorfas, menos ordenadas (Cowlingy Kirk, 1976; Fan
y col., 1987). La proporción en que aparecen varía según el origen de la celulosa y el
tratamiento a que se someta.
La hemicelulosa esta constituida por varios heteropolisacáridos de composición distinta
en cada planta. Los más abundantes son xiianos, mananos y galactanos. Se trata de polímeros
cortos y en general ramificados, incapaces de agregar, y por tanto, susceptibles de hincharse y
dispersarse fácilmente en agua. Su función principal en la pared vegetal es la de unir la celulosa
y la lignina. (Fan y col., 1987).
La lignina es un polímero muy complejo y de elevado peso molecular. Se forma por
deshidrogenación enzimática de alcoholes derivados del fenilpropano, seguida por una
polimerización no controlada, lo que hace que la lignina no tenga una estructura definida, ni
siquiera en una misma especie vegetal (Barceló y col., 1987).
El papel de la lignina es cementar los polisacáridos de la pared vegetal y actuar como
barrera de la degradación microbiana del material lignocelulósico (Blanch y Wilkes, 1983). La
íntima unión de la lignina al armazón vegetal es un impedimento para la hidrólisis de celulosa
II
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de la que sólo se consigue separar mediante tratamientos enérgicos. Su propia hidrólis¡s
requiere severas condiciones debido a su compleja estructura química.
1.2. Hidrólisis enzimítica de celulosa
La hidrólisis de la celulosa hasta glucosa puede realizarse enzimática o químicamente.
La hidrólisis enzlinática ha sido investigada intensamente en los últimos 20 años. Hasta el
momento no se ha instalado ninguna planta industrial para hidrolizar celulosa por vía
enzimática; no obstante, existen plantas piloto en Japón (Fan y col., 1987) y Francia (Pourquié
y col., 1988), y la tecnología desarrollada está muy cercana al umbral de viabilidad comercial.
La hidrólisis química implica generalmente el uso de ácidos. En 1913 se instaló en
Carolina del Sur (EEUU) una planta para hidrolizar por esta vía desechos procedentes de una
serrería. La fábrica se cerró a raíz de la caída de los precios del azúcar. En Alemania, durante
la Segunda Guerra Mundial, se empleó la hidrólisis ácida para la obtención de azúcar (Fan y
col., 1987).
La sacarificación de residuos lignocelulósicos por vía enzimática requiere un
pretratamiento para aumentar la susceptibilidad de los mismos a la hidrólisis. Sin un
pretratamiento adecuado, la biodegradación de la lignocelulosa es lenta y con un bajo
rendimiento en azúcares fermentables (Dale, 1987). La hidrólisis química es ventajosa en este
aspecto ya que no es necesario pretratar la materia prima. Sin embargo, la hidrólisis enzimática
presenta varias ventajas sobre la química: las celulasas, enzimas que llevan a cabo la
degradación de la celulosa, no forman productos secundarios; al final del proceso no se requiere
una neutralización del producto; los costes se reducen porque las temperaturas de trabajo son
suaves, no hay necesidad de emplear materiales resistentes a la corrosión, y el rendimiento en
glucosa es mayor (Fan y col., 1987).
El producto de la hidrólisis, la D-glucosa, tiene múltiples posibilidades de uso:
- Refinada, puede destinarse a la industria alimentaria.
- Se puede transformar por isomerización en fructosa, que es un potente edulcorante.
- Puede ser sustrato para procesos fernientativos que rinden:
• etanol
• biomasa microbiana
• biopolímeros
• productos químicos y fármacos tales como antibióticos, L-aminoácidos, ácido
cítrico, acetona, butanol, etc.
En la Figura 2 se esquematiza el proceso global de sacarificación de lignocelulosa para
obtener productos de interés industrial. Los gastos de producción de las enzimas celulolíticas
suponen una importante partida de los costes del proceso de sacarificación de residuos
lignocelulósicos. Avanzar en el conocimiento de las celulasas, de su biosíntesis, propiedades y
mecanismo de acción, seleccionar buenos productores y buenas técnicas de producción, ha
abaratado esta biotecnología hasta hacerla casi competitiva con otras tecnologías empleadas en
la producción de azúcares (fundamentalmente la hidrólisis de almidones). Para que llegue a ser
aplicable industrialmente debe continuar el esfuerzo investigador que acabará por desvelar las
incógnitas que rodean a este complejo proceso biológico: ¿cuáles son los mecanismos celulares
de regulación de la biosíntesis de celulasas?, ¿qué papel desempeña cada tipo de celulasa en
la degradación de celulosa?, ¿cuál es la causa del sinergismo encontrado entre algunas
celulasas?, ¿existe algún factor, todavía no identificado, que disgrege las fibrillas de celulosa
para hacerla más susceptible al ataque enzimático?.
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Figura 2. Esquema del proceso de sacarificación de residuos lignocelulósicos. El
aprovechamiento de hemicelulosa y lignina incidiría favorablemente en el
balance económico global.
2. MICROORGANISMOS CELULOLITICOS
La degradación natural de la celulosa es llevada a cabo por numerosos microorganismos.
Entre éstos hay bacterias y hongos, aerobios y anaerobios, mesófijos y termófios. En la Tabla
1 se recogen los microorganismos celulolíticos mejor caracterizados.
Todos los organismos capaces de degradar celulosa cristalina secretan un conjunto de
celulasas con diferentes especificidades y modo de acción, que actúan sinérgicamente para
hidrolizar la celulosa (Béguin, 1990). Dicho conjunto se ha venido denominando sistema o
complejo celulasa. Esta última denominación es confusa ya que sólo en ciertas bacterias
anaerobias las enzimas celuloliticas se agrupan en complejos multienzimáticos extracelulares;
el caso más conocido es el de Clostridum thermocellum que secreta un complejo celulolitico con
14-18 polipéptidos distintos, formando una estructura muy estable denominada celulosoma
(Lamed y Bayer, 1988).
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Tabla 1. Microorganismos celulolíticos más estudiados (Robson y Chambliss,
1989; Coughlan y Ljungdahl, 1988).
BACTERIAS HONGOS
Acetivibrio celulo/yticus . Aspergillus spp.
Bacillus spp. . Fusarium solan¡
Gel/u/amonas spp. . Neocallimastix frontalis
Clostridium spp. . Penicillium spp.
Erwínia chrysanthemi Schizophyllum commune
Miorobispora bispara . Sporotrichum pulverulentum
Ruminococcus albus . Talaromyces emersonhi
Streptomyces spp. . Tríchoderma spp.
Thermonospora spp.
Uno de los microorganismos celulolíticos más extensamente estudiados ha sido el hongo
aerobio y mesófilo Trichodenna reesei (e.g. Kubicek y col., 1990a). Se aisló en 1944 en la isla de
Bougainville (Nueva Guinea), dentro de una prospección realizada por el cuerpo científico del
Ejército de los Estados Unidos, que estudiaba la alarmante degradación de los tejidos de
algodón (tiendas, vestimenta, cordajes) en las unidades desplegadas en el Pacífico Sur.
Inicialmente se clasificó como T. viride. E. Simmons consideró que se trataba de una nueva
especie, y la bautizó en 1977 con su denominación actual, en honor de Elwyn T. Reese, pionero
en el estudio de las celulasas junto con su colaboradora Mary Mandeis; ambos seleccionaron
este hongo, entre 14 000 microorganismos, por su extraordinaria capacidad celulolitica
(Simmons, 1977; Reese y Mandels, 1984).
T. reesei secreta el sistema enzímático celulasa en cantidades importantes, siendo capaz
de hidrotizar totalmente celulosa cristalina; sus enzimas son estables durante varios días a 450C
y pH 5. De la estirpe original “QM 6W’ se han derivado por mutaciones al azar mediante
distintas técnicas (Uy, nitrosoguanidina, acelerador lineal, dietil sulfato, radiación ) más de
50 cepas superproductoras (EI-Gogary y col., 1990). La estirpe estudiada en nuestro laboratorio
(Acebal y col., 1985) y empleada en la realización del presente trabajo es la QM 9414. Data de
1971 y ha sido una de las más intensamente investigadas por bioquímicos y genéticos, a pesar
de que actualmente se dispone de cepas mejores productoras de celulasas (Pourquié y col.,
1988).
3. CELULASAS DE Trichodenna
Las celulasas de origen fúngico se han agrupado tradicionalmente en tres categorías:
celobiohidrolasas (CBH; exoglucanasas; EC 3.2.1.91), que atacan las moléculas de celulosa por
su extremo no reductor, liberando secuencialmente subunidades de celobiosa; endoglucanasas
(EG; EC 3.2.1.4), que rompen al azar enlaces internos de las moléculas de celulosa; II-
6
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glucosidasas (EC 3.2.1.21), que hidrolizan celobiosa y celodextrinas de bajo peso molecular. En
sentido estricto sólo las EGs y CBHs se consideran celulasas; las ¡3-glucosidasas participan
indirectamente en la degradación de celulosa al hidrolizar celobiosa que inhibe a las CBHs.
La composición del sistema celulasa de T. reesei ha sido estudiada por diferentes grupos
de investigación, con resultados generalmente contradictorios en cuanto al número de enzimas
y sus propiedades moleculares (M, pI) (Griztali y Brown, 1979; Shoemaker y col., 1983;
Bhikhabhai y col., 1984; Schtilein, 1988). La confusión en este punto se ha debido a varias
causas:
- existencia realde varios genes; hasta el momento se han donado en E. colí y secuenciado
los genes de dos CBHs, CBH 1 (Teeri y col., 1983) y CBH II (Chen y col., 1987), y de dos EGs,
EG 1 (Penttilá y col., 1986) y EG III (Saloheimo y col., 1988); otra EG, denominada “EG de
bajo peso molecular” (EG LMW) ha sido caracterizada y parece no tener relación con ninguna
de las dos secuenciadas (Ulker y Sprey, 1990).
- modificaciones post-traduccionales de los productos génicos, tales como proteolisis
(St~hlberg y col., 1988), glicosilación o desamidación. Se han descrito varias isoenzimas para
cada una de las enzimas mencionadas, que aparecen tardíamente en los caldos de cultivo del
hongo (Messner y col., 1988; Biely, 1990).
- dificultades en la purificación y caracterización de las diferentes celulasas debido a la
similitud de sus masas moleculares (en el intervalo de 50 a 60 kDa) y de sus puntos isoeléctricos
(de 3.5 a 6.5) (EG LMW es la única con propiedades peculiares) (Biely, 1990), a su naturaleza
glicoproteica (Bhikhabhai y col., 1984), a la utilización tardía de sustratos que permiten la
detección específica de cada actividad celulolítica (Claeyssens, 1988), y a la capacidad de
agregar de algunas de ellas (Sprey y Lambert, 1983; Domínguez y col., 1992).
La composición del sistema celulasa de T reesel ha quedado establecida como se recoge
en la Tabla II, después del Congreso Internacional Tricel 89 (Kubicek y col., 1990a).
Tabla 11. Composición del sistema cetulasa de Trichoderma reesei (Biely, 1990;
Ulker y Sprey, 1990).
ENZIMA Ma píb % ch~
(koa) <% (p/p)
)
Celobiohidrolasas
CBH ¡ 62 (58) 3.4-3.9 6
CBH II 59 (50) 4.4-6.5 18
Endoalucanasas
EG 1 51<46) 3.3-4.4 10
EG III 50 <42) 3.8-6.7 15
EG LMW 25 7.5 0
A Los valores entre paréntesis representan la masa deducida a partir de la
secuencia de la proteína
b Intervalo de puntos isoeléctricos de las distintas isoenzimas.
Porcentaje de carbohidratos.
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3.1. Especificidad de sustrato
La clasificación de las celulasas como endoglucanasas o celobiohidrolasas se ha basado
clásicamente en su capacidad para hidrolizar sustratos celulósicos de distinta naturaleza; las
enzimas activas sobre celulosas sustituidas solubles, carboximetilcelulosa (CMC), e inactivas
sobre celulosa cristalina, Avicel, se consideraban EGs, y CBHs aquellas capaces de hidrolizar
Avicel pero no CMC. La simple división en dos subgrupos de las enzimas celulolíticas es
insuficientepara explicar fenómenos como elsinergismo entre algunos componentes del sistema,
o la razón de ser de varios genes para cada tipo de enzima. Se hace necesaria, en consecuencia,
una diferenciación más rigurosa de las celulasas en función de su especificidad de sustrato; ésta
ha sido posible gracias al empleo de sustratos de baja masa molecular: celodextrinas (Pereira
y col., 1988), y derivados cromofóricos de celooligosacáridos (Claeyssens, 1988). Las
especificidades frente a metilumbeliferil B-glicósidos de las principales celulasas de T reesei se
recogen en la Figura 3.
GEN! EG 1
~EJ= ½~EJp
1 1
EnEJe mEJe
1 ti
EJEJEJe Encime1 1
ci ci ci ci e En EJ En EJ O
III It
En ci ci ci EJ e EJ EJ En ci -~
III 1 ¶
GENIl EG III
Encime EJEJEJe1 t
r~ EJ EJ EJ p
¶ EJEJEJEJO_____________________________________________________________ f
EJ EJ EJ EJ En e r~ ci EJ EJ ci eji It
Figura 3. Principales puntos de ataque de las celulasas de T. reesei a 4-metilunibeliferil-B-glicósidos
derivados de celooligosacáridos y lactosa. Los productos se analizaron por HPLC. Símbolos:
residuos de I~-galactopiranosilo; , residuos de 8-glucopiranosilo; ,grupos 4-metilumbeliferilo.
(van Tilbeurgh y col., 1988).
Los sustratos cromofóricos son, además, de gran utilidad en la detección específica de las
celulasas en geles de isoelectroenfoque o de electroforesis en condiciones no desnaturalizantes
(van Tilbeurgh y Claeyssens, 1985), así como en el estudio del mecanismo cinético de estas
enzimas, imposible con los sustratos poliméricos clásicos por las dificultades que entraña su
ensayo, y la no linearidad de las curvas de dilución enzimática correspondientes (Sharrock,
1988).
La multiplicidad de celulasas ha sido explicada por algunos autores teniendo en cuenta
la rotación de 1800 que presenta, en la molécula de celulosa, cada residuo de glucosa respecto
del siguiente. Cada enlace glucosídico es estéricamente distinguible del siguiente, y, en
consecuencia, podría haber dos tipos de EG y dos tipos de CBH, con distinta
estereoespecificidad (Wood y col., 1988). Esta teoría no es válida, al menos en el caso de T
reesei (Sinnot, 1990).
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La capacidad de algunas celulasas para degradar sustratos no celulósicos es un dato
llamativo; EG 1 posee actividad xi]anasa (Biely y col, 1991), EO 1 y EG III son activas sobre
manano (Fig. 12, pág. 40) y ambas CBHs hidrolizan 13-glucanos, que contienen enlaces B-( l-.3)
y l3-(í-.4), más eficazmente que celulosa (Enari y Niku-Paavola, 1987). Hay que tener en cuenta
que el sustrato natural del hongo es lignocelulosa y no celulosa pura. En los caldos de cultivo
se encuentran además de celulasas, xiianasas (Biely, 1990) y mananasas (Eig. 12, pág. 40).
Esclarecer el mecanismo de acción de una mezcla enzimática tan compleja sobre un sustrato
igualmente complejo parece, hoy por hoy, lejano; no obstante, es el único camino para dilucidar
inequívocamente la función biológica de cada componente.
3.2. Mecanismo de la hidrólisis enzimática de celulosa
El primer modelo para explicar el mecanismo de la hidrólisis enzimática de celulosa fue
propuesto por Reese en 1950 ; según este modelo, la celulosa sería activada por un factor de
hinchamiento o activador, enzima no hidrolítica C1; a continuación actuaría una enzima
hidrolítica C~; la celobiosa y otros celooligosacáridos producidos, serían hidrolizados hasta
glucosa por 13-glucosidasa (Fig. 4) (Reese y col., 1950).
13-glucosidasa
CELULOSA —CELULOSA ACTIVADA —CELOBIOSA GLUCOSA
Figura 4. Mecanismo de la hidrólisis enzimAtica de celulosa según el modelo de Reese (Reese y col., 1950>.
Pocos años después, Gilligan y Reese describieron por primera vez el sinergismo entre las
enzimas celulolíticas en la digestión de la celulosa (Gilligan y Reese, 1954); la hidrólisis de
sustratos insolubles por una combinación de EGs y CBHs es mucho más efectiva que lo que
cabría esperar de la suma de sus capacidades h¡drolíticas individuales (Mandels y Reese, 1964;
Henrissat y col., 1985). Las bases moleculares del sinergismo no están aclaradas; el grado de
sínergismo depende de la composición de las mezclas enzimáticas empleadas (Henrissat y col.,
1985). También se ha observado sinergismo entre CBH 1 y CBH II (Henrissat y col., 1985), y
en algunos casos ausencia de sinergismo entre CBH 1 y EG 1 (Niku-Paavola y col., 1986). CBH
1 parece actuar como una endoglucanasa en estas situaciones, o cuando hidroliza B-glucanos
(Henrissat y col., 1985).
El análisis de la adsorción de las celulasas a las fibras de celulosa es fundamental en el
estudio cinético de la hidrólisis, ya que es un prerrequisito para que tenga lugar la reacción
(Fan y col. 1987). La capacidad de adsorción varia de una enzima a otra (Woodward y col.
1988; Kyriacou y col., 1989), y también es distinta la afinidad de cada celulasa por las distintas
regiones presentes en el sustrato (Nieves y col., 1991). La adsorción debe jugar un papel
importante en los fenómenos de sinergismo.
Probablemente, en la degradación de celulosa participan también otras enzimas como la
celobiosa-oxidasa, detectada en caldos de cultivo de otros hongos, que oxida celobiosa y
celodextrinas a sus correspondientes ácidos aldónicos. Una función de esta enzima puede ser
la oxidación del extremo reductor formado tras la acción de una EG, evitando que el enlace
pudiera formarse de nuevo por transglicosilación. La celobiono-lactona no sólo se ha encontrado
en caldos de cultivo de T. reesei, sino que además es un potente y específico inductor de la
síntesis de celulasas (Iyayi y col., 1989). La formación de fibras cortas de celulosa en los
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primeros estadios de la celulolisis es dependiente de oxígeno (Vahen, 1982).
Ninguno de los modelos propuestos(Montenecourt y Eveleigh, 1979; Enari y Niku-Paavo¡a,
1987; Coughlan y Ljungdahl, 1988; Wood y col., 1988) explica todos los datos experimentales
de que se dispone actualmente, y parece probable que cada tipo de sustrato sea hidrolizado de
un modo distinto, por una combinación particular del arsenal de enzimas de que dispone el
hongo (Knowles y col., 1988). Tampoco se puede descartar la existencia de alguna enzima o
factor no enzimático (C1 en el modelo de Reese), cuya detección no haya sido aún posible por
la carencia de un método adecuado para ello (Wood, 1985).
Activación ~ Oxidación
Regiones
cristalinas
y
Regiones
amodas
B
A
Endoglucaflasa (EG)
ffl
Celobiohidrolasa (CBH)
— xQl t
EG/CBH
U _
1:
1
B-glucos¡dasa
1 1
Formación de
fibras cortas
Segmentación Disgregación
Sinergismo Sinergismo
Endo/Exo CALI l/CBH II
Celodextrinas + Celobiosa —* Celobiono. 24 Acido celobiónicolactona
n
GLUCOSA
311
Glucosa -% Gí~~no. —~-~ Mido glucér,icolactona
Figura 5. Modelos del mecanismo de hidrólisis enzimática de celulosa. A) Modelo de Montenecourt
(Montenecourt y Eveleigh, 1979); B) Modelo de Coughlan (Coughlan y Ljungdahl, 1988, modificado).
(1), celobiosa oxidasa/deshidrogenasa; (2), lactonasa; (3), 8-glucosidasa; (4), endoglucanasa; (5),
celobiohidrolasa; (6), glucosa oxidasa.
El modelo de Montenecourt (Fig. SA) (Montenecourt y Eveleigh, 1979), se acepta
generalmente como una simplificación válida del mecanismo de hidrólisis enzimática de la
celulosa (Béguin, 1990); las endoglucanasas efectuarían el ataque inicial por ias regiones
amorfas del sustrato, creando extremos libres sobre los que actuarían las celobiohidrolasas. La
acción sinérgica de EGs y CBHs se repetiría hasta solubilizar totalmente la celulosa; la
B-glucosidasa aceleraría la reacción al hidrolizar hasta glucosa, las celodextrinas y celobiosa
liberadas por las celulasas.
Sin embargo, otros modelos como el de Enari (Enari y Niku-Paavola, 1987), postulan que
el ataque inicial a las fibras de celulosa corre a cargo de las CBHs. El mecanismo real de
hidrólisis debe parecerse más al esquema propuesto por Coughlan (Fig. SB) (Coughlan y
Ljungdahl, 1988), que contempla la participación de otros factores, y hace especial hincapié en
la activación inicial de la celulosa (volvemos de nuevo a la hipótesis de Reese) por una o más
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vías alternativas. Estudios de microscopia electrónica han demostrado la capacidad de CBI-1 1
para disgregar las fibras de celulosa (Chanzy y col., 1983).
3.3. Regulación de la síntesis de celulasas
T. reesei secreta celulasas cuando hay celulosa en el medio de cultivo, siguiendo el principio
de economía celular; pero, ¿cómo un sustrato insoluble puede inducir la síntesis de proteínas?.
Más de treinta años después de que fuera planteada esta cuestión (Mandels y Reese, 1960),
tenemos un conocimiento tan sólo aproximado de los mecanismos de inducción (Kubicek y col.,
1990b). En la Figura 6 se esquematizan los mecanismos que regulan la síntesis de celulasas.
e
Figura 6. Modelo de la regulación de la síntesis de celulasas en 2? reesel. (1) cejulasas constitutivas;
(2) 13-glucosidasa unida a membrana; (3) 13-disacárido permeasa; CBL, l,S-celobionolactona.
(EI-Gogary y col., 1990, modificado).
La existencia de niveles basales de celulasas constitutivas ha sido descrita por varios grupos
(EI-Gogary y col., 1989; Messner y Kubicek, 1991); también ha quedado establecido su papel
fundamental en la índuccíón de la síntesis de celulasas (EI-Gogary y col., 1989). Se ha postulado
la necesidad de un contacto físico entre la celulosa y la pared miceliar para que se inicie la
hidrólisis del polímero (Bindery Ohose, 1978); parece probable que las celulasas detectadas en
las paredes del conidio (CBH 1 y, especialmente CBH II) actúen como sensores para detectar
la presencia de celulosa en el medio y disparar el mecanismo inductivo (Messner y col., 1991).
Los oligómeros producidos por el ataque inicial de las celulasas constitutivas son
hidrolizados por 13-glucosidasa. Existe una ¡3-glucosidasa constitutiva, ligada a la membrana
plasmática, y esencial para la inducción de la síntesis de celulasas (Kubicek, 1987). La actividad
transglicosilasa de esta enzima provoca la formación de soforosa (13-(1-.2)-glucobiosa), inductor
de la síntesis de celulasas (Mandels y col., 1962). La soforosa también se puede formar
extracelularmente por transgJicosilación catalizada por otras celulasas como EG 1 (Claeyssens
.1
e e
.C B-glucosidasaRepresión por catabolito .7
Glucosa
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y col., 1990a). La presencia de inductores adicionales ha sido propuesta por varios autores,
debido a que la soforosa no induce la síntesis de todo el sistema celulasa (Sternberg y Mandels,
1979; Messner y col., 1988). Ni celobiosa, ni celooligosacáridos de mayor grado de
polimerización parecen tener capacidad inductora (Kubicek y col., 1990b). Sin embargo, la
1,5-celobionolactona se ha revelado como un potente inductor de la formación de celulasas
(Iyayi y col., 1989); la celobionolactona procede probablemente de la acción conjunta de una
celulosa oxidasa y de una CBH.
La entrada en la célula de los inductores formados en el medio extracelular es posible a
través de una 13-disacárido permeasa localizada en la pared del hongo (Fritscher y col., 1990).
Se desconoce la naturaleza de los receptores que transducen el efecto inductor. Recientes
estudios (Messner y Kubicek, 1991) demuestran que la regulación de la síntesis de celulasas
tiene lugar sobre la transcripción y no sobre la traducción como se había propuesto con
anterioridad (Nísizawa y col., 1972). Dichos estudios descartan, por otra parte, que la represión
por catabolito sea un mecanismo regulador de la síntesis de celulasas, como se aceptaba
tradicionalmente (Kubicek y col., 1990b).
3.4. Relación estructura-función en celulasas
Las principales celulasas de T. reesei (CBH 1, CBH II, EG 1 y ECli III) comparten una
arquitectura común: el centro activo se localiza en un dominio o núcleo catalítico; uno de los
extremos de la proteína consiste en un dominio de unión a celulosa; ambos dominios se unen
mediante una bisagra glicosilada (Fig. 7) (Cíaeyssens y Tomme, 1990). Más de 60 celulasas y
xilanasas de diverso origen han sido donadas y secuenciadas. Muchas de estas 13-glicanasas
presentan una organización similar a la descrita para las celulasas de T. reesei (Gilkes y col.,
1991).
Figura 7. Modelo de estructura tridimensional de una enzima celulotitica de 71 reesel (Knowles y col.,
1987). Se señala el punto de ataque proteolitico por papaína en CBH 1 y CBH IT (Claeyssens y
Tommne, 1990).
Los dominios o núcleos catalíticos comprenden la mayor parte de cada celulasa de T.
reesel (unos 300 aminoácidos). Análisis por proteolisis limitada de CBH 1 y CBH II (Tomme
y col., 1988), y el estudio del núcleo catalítico de EG III aislado del caldo de cultivo del hongo
(StAhlberg y col., 1988), permitieron demostrar que los núcleos catalíticos pueden actuar como
entidades independientes conservando intacta su capacidad para hidrolizar sustratos solubles;
Centro activo
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disminuye drásticamente, en cambio, su actividad sobre celulosa nativa, de lo que se deduce que
el núcleo contiene el centro activo de la enzima, pero no el sitio de unión a celulosa.EI análisis
por grupos hidrofóbicos (HCA, Gaboriaud y col., 1987) de las secuencias conocidas de celulasas
(cerca de 50) ha permitido clasificar en seis familias sus núcleos catalíticos, a pesar de la
aparente diversidad entre las celulasas de distinto origen o incluso procedentes de un mismo
organismo (en T. reesei sólo CBH 1 y EQ 1 exhiben un alto grado de homología) (Henrissat y
col., 1989; Gilkes y col., 1991). En esta clasificación EClI III queda incluida en la familia A, la
más numerosa; CEN II está encuadrada en la familia B; CBH 1 y EG 1 pertenecen ambas a la
familia C (Tabla III).
Tabla III. Clasificación en familias de las celulasas en función de la homología
determinada por HCA de sus núcleos catalíticos (Henrissat y col.,1989). El
análisis de secuencias publicadas con posterioridad a este trabajo ha supuesto la
incorporación de nuevos miembros a cada familia (Gilkes y col., 1991).
Familia Código Enzima Organismo
A A ¡ FO Bacillus sutúhis
£0 C CIastridi¡~nz thcr,nocelkn,
A £0 III lYichader,,za
A4 £6 E Closiridiun, Ihermocel/un,
A5 EG B Claslridiun, ¡hermocúlun,
A6 EG Badilus sp. sirain 1139
A,, A8 £0 Bocilus sp. strain N-4
(genes pNKI and pNK2)
A9 EG Z Erwinia chrysanthenii
A,0 FO 1 Schizophy//uni comniune
B B, CHI] II Trichoderina reesel
FO A Ce/luíamonasfina
FO Serepwmyces sp. (KSM-9)
C C, CHI-II Phonerochae~e chrvsosporiu.n
CHI] 1 Trichodermo reese,
FO 1 Trichoderma
D D, £0 Ce//u jotuonas udc
FO A Clos¿ridium mher,nocel/um
E E, FO O Closzridiuni thermocelluni
E, £0 Escudomonas fluoresceos
E E, GB li Ce/luíamonasfinil
E, Xyn Z Closíridiun, thermoceiium
Xyn Crypwcoccus alhidu9
El alineamiento de secuencias en cada familia revela la existencia de algunos aminoácidos
ácidos o básicos conservados que deben ser esenciales bien para la actividad enzimática, bien
para mantener la estructura tridimensional de la proteína (Henrissat y Mornon, 1990). Estudios
de modificación química y mutagénesis dirigida permiten determinar la función de dichos
aminoácidos. Por el momento se ha identificado un carboxio esencial en CEH 1, implicado
probablemente en la unión del sustrato o en la estabilización del complejo enzima-sustrato
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(Tomme y Claeyssens, 1989; Mitsuishi y col., 1990). En EG 1, el carboxilo homólogo parece
tener una implicación más directa en el fenómeno catalítico (Mitsuishi y col., 1990). Las
glicosidasas, como muchas hidrolasas, actúan por catálisis ácido-base general; en la gran mayoría
de las glicosidasas cuyo mecanismo catalítico es conocido (lisozima, B-galactosidasa, amilasa)
al menos un grupo carboxio participa directamente en la catálisis (Sinnot, 1990).
Estudios de resonancia magnética nuclear de la reacción de hidrólisis de sustratos de bajo
peso molecular catalizada por celulasas de distintas familias han reforzado la validez de la
clasificación antes comentada; las homologías detectadas entre miembros de una misma familia
responden a similitudes en la topología del centro activo, y en consecuencia su
estereoespecifidad es la misma. Las celulasas de las familia A (EG III), C (EG 1 y CBH 1) y
F actúan con retención de la configuración del carbono anomérico, es decir, los productos son
13-glicósidos como los sustratos, mientras que las encuadradas en las familias E (CBH II) y E,
invierten la misma (Knowles y col., 1988; Claeyssens y col., 1990b; Barras y col., 1992; Gebbler
y col., 1992).
Los núcleos catalíticos de CBH 1 y CBH II han sido cristalizados (Bergsfors y col., 1989),
y la estructura tridimensional del segundo ha podido ser determinada por difracción de rayos
X (Fig. 8) (Rouvinen y col., 1990); consiste en un barril a/lA formado por 7 láminas 13 paralelas,
conectadas por a-hélices; dos de las horquillas que unen láminas ¡3 y a-hélices, se extienden a
modo de túnel para facilitar la unión del sustrato. El sitio activo está constituido por los
extremos C-terminal de las láminas 13, al igual que en otras enzimas de estructura parecida
(triosa fosfato isomerasa). Los aminoácidos esenciales para la catálisis parecen ser dos
aspárticos. Ambos están situados en el mismo lado del sitio activo, como cabía esperar de la
estereoquímica de la reacción enzimática.
Figura 8. Representación esquemática de la estructura tridimensional del núcleo catalítico de CBH
11 (Tecri y col., 1990).
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La functón de la bisagra glicosilada (Fig. 7, pág. 12) es la de conectar el núcleo catalítico
y el dominio de unión a celulosa. Se trata de un nexo flexible lo que ha impedido la
cristalización de celulasas intactas. Es una región rica en prolinas y aminoácidos hidroxilados.
Estos últimos están fuertemente glicosilados, y las prolinas intercaladas pueden ayudar al
empaquetamiento de las cadenas de azúcares, como ocurre en otras glicoproteinas (Allen,
1983); la función de la glicosilación ha sido objeto de muchas conjeturas, pero estudios con
celulasas donadas en E. coil (no glicosiladas en consecuencia) o hiperglicosiladas en
Saccharomyces cerevisiae han desechado cualquier papel en la activiad enzimática (Knowles y
col., 1990). La 0-glicosilacién es necesaria para la secreción de celulasas en T reesei (Kubicek
y col., 1990b); su presencia además protege delataque proteolítico (Claeyssens y Tomme, 1990).
Las bisagras son regiones bien conservadas en las cuatro celulasas de secuencia conocida de T
reesei; se denominan bloques B, y en el caso de CBH II aparece duplicada (Fig. 9).
Los dominios de unión a celulosa (DUC) de CBH 1, CBH II, EG 1 y EG III de T. reesei,
se corresponden con los denominados bloques A, regiones bien conservadas en todas ellas, pero
situadas en el extremo N-terminal de la proteína en unas y en el C-terminal en otras (Fig. 9).
Contienen unos 30 aminoácidos, en contraste con los casi 100 de los DUC de origen bacteriano
(Gilkes y col., 1991). Entre los aminoácidos conservados en los DUC de 71 reesei, hay cuatro
cisteinas que forman dos puentes disulfuro, dos glutaminas y cuatro residuos aromáticos; estos
últimos son fundamentales para la unión a celulosa (Tomme, 1991). El DUC de CBH 1 se
preparó por síntesis química, y su estructura fue determinada por resonancia magnética nuclear
bidimensional; tiene forma de cuña, con una cara hidrofóbica y otra hidrofílica en la que tres
tirosinas se disponen a modo de tren de aterrizaje para interaccionar con la superficie de la
celulosa (Kraulis y col., 1989). La posibilidad de que el DUC, además de unirse a celulosa, tenga
capacidad para solubilizarla haciendo una labor de zapa previa a la hidrólisis ha sido postulada
por el grupo de Knowles (Knowles y col., 1988). En el caso del DUC de Cellulomona fimi tal
supuesto ha sido confirmado por estudios de microscopia electrónica (Din y col., 1991), y muy
probablemente el de 71 reesei posea la misma capacidad de disgregación.
Centro activo
Intrón 8 A
* ¡ II
CaRI NR
2 . .. GOOH
*
CERn D mr
*
EGIII
(*) ____________
EG 1 _____________________ _____________________
Figura 9. Representación esquemática de las celulasas de T. reesei. El dominio de unión a celulosa
(bloque A) conecta mediante una bisagra (bloque B) con el dominio catalítico, donde se localiza el
centro activo (). (Knowles y col., 1988).
Como los núcleos catalíticos, los DUC de diferentes microorganismos han sido clasificados
en familias de acuerdo con su grado de homología. Pero, al contrario de lo que sucedía con los
primeros, dentro de las celulasas de un microorganismo sólo se encuentran DUC de una misma
familia. Este hecho parece indicar que los DUC se unieron a los núcleos catalíticos en una
etapa tardía de la evolución de las celulasas (Béguin, 1990). Las celulasas proceden
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probablemente de un número limitado de secuencias progenítoras, que han evolucionado por
fusión y/o translocación de dominios; los DUC guardan relación con secuencias conservadas
en otras proteínas que interaccionan con polisacáridos como lectinas, amilasas y quitinasas
(Gilkes y col., 1991).
Aparte de sus implicaciones en la hidrólisis de celulosa, los DUC se perfilan como una
interesante herramienta biotecnológica. La fusión a una proteína de interés por ingeniería
genética puede facilitar su purificación e inmovilización (Fig. 10); la viabilidad de esta idea ha
sido ya probada con una lA-glucosidasa deAgrobacteriu,n sp. y fosfatasa alcalina de E. coli (Ong
y col., 1989).
oLA con~:Z:t0r~~to
K ~zv ~
i Adsorción a celulosaCelulosa
Inmovilización con celulosa de le
un reactor enzimát¡coproteino híbrida para su empleo en
Desorción de la proteína
h,brida con agua Sustralo de la enzima
4 proleolifica
del DUC4 Eliminación
on Celulosa
Proleina purificada Producto de la
reacción eruirnática
Figura 10. Esquema de las posibles aplicaciones de los dominios de unión a celulosa (DUC) en la
purificación e inmovilización de proteínas. La proteína de interés se fusiona a un DUC ( ) por
ingeniería genética. La proteína híbrida tiene un sitio específico de rolura proteolítica ( ) (Ong
y col., 1989).
3.5. Manipulación genética de T. reesei y de sus celulasas
La viabilidad industrial de la hidrólisis enzimática de celulosa no depende simplemente de
la producción a gran escala de celulasas, sino que requiere, además, profundizar en la
investigación básica del proceso, hasta dilucidar cómo actúan las celulasas. Así, se podrán
diseñar mezclas de enzimas adecuadas para cada tipo de sustrato. La ingeniería genética aporta
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las herramientas adecuadas para trabajar en esta dirección; las celulasas “a la carta” se pueden
preparar siguiendo dos estrategias: mezclar celulasas puras producidas por separado, o
desarrollar nuevos microorganismos capaces de producir la mezcla de interés (Teeri y col.,
1990). Ya se han obtenido cepas de 71 reesel con niveles alterados de alguna de sus celulasas
(Mántylá y col., 1989).
Entre las desventajas que presentan las celulasas de 71 reesel respecto a ciertas celulasas
de otros microorganismos hay que señalar su termostabiidad moderada, su baja actividad
específica sobre celulosa nativa, y su bajo contenido en 13-glucosidasa (Klyosov, 1988). Este
último punto se puede subsanar por la vía antes comentada. La mejora de las propiedades
catalíticas y de la estabilidad térmica debe emprenderse por ingeniería de proteínas, cuyo
desarrollo requiere un conocimiento exhaustivo de los aminoácidos esenciales de cada enzima.
Algunas cepas de 71 reesel se encuentran entre los microorganismos con mayor capacidad
de secreción (hasta 40 g/l) de una sóla proteína, CBH 1, de cuyo gen existe una sola copia en
el genoma del hongo (EI-Gogary y col., 1990); resulta muy prometedora la posibilidad de usar
el promotor de dicho gen para mejorar la producción de hormonas, enzimas y proteínas en
general con aplicaciones biotecnológicas (industriales, clínicas, alimentarias, etc). Por el
momento el único intento de producción heteróloga en 71 reesel, por la vía indicada, ha llevado
a la obtención de células transformadas que secretan relativamente altos niveles de quimosina,
correctamente procesada y enzimáticamente activa (Teeri y col., 1990).
4. ESTUDIOS PREVIOS SOBRE ENDOGLUCANASA III DE T. reesei
Entre los componentes mayoritarios del sistema celulasa de 71 reesel, EG III ha sido el
menos estudiado; su correspondiente gen (egl3) y su cDNA fueron donados y secuenciados (la
secuencia de EG III se muestra en la Figura 49 (pág. 84), y además se realizó una
caracterización parcial de la enzima purificada a homogeneidad (Saloheimo y col., 1988). Se
trata de una glicoproteina ácida; sus principales propiedades físico-químicas así como su
composición aminoacídica se recogen en la Tabla IV.
En EG III, como en CBH II, el dominio de unión a celulosa (bloque A) y la bisagra O-
glicosilada (bloque B) se encuentran en el extremo N-terminal de la proteína. El dominio
catalítico ha sido aislado en caldos de cultivo del hongo, producto de la degradación natural de
la proteína; el punto de ataque proteolítico está entre Thr-61 y Ser-62 en el bloque E. El núcleo
resultante tiene una M = 38 kDa, un pI = 4.4, y un contenido en carbohidratos de un 4 %.
En la secuencia de EG III existe un único punto de posible N-glicosilación, Asn-Phe-Thr, en la
posición 103-105 (St~hlberg y col., 1988).
Se ha descrito la existencia de una isoenzima de EG III denominada “A 1:2”, con igual
masa pero distinto pl que el producto génico original, y que aparece probablemente por
desamidación de éste (StAhlberg ycol., 1988).
EG III ha sido encuadrada en la familia A de celulasas (Tabla III), que comprende hasta
el presente 27 celulasas, la mayoría de origen bacteriano (Gilkes y col., 1991). Una
endoglucanasa del hongo Schizophyllum comniune guarda una estrecha homología con EG III
(Saloheimo y col., 1988). Ambas forman la subfamilia A5 (Béguin, 1990).
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En cuanto a sus propiedades catalíticas, sólo se han determinado los patrones de rotura
de algunos sustratos cromofóricos (Fig. 3, pág. 8); EG III es la única celulasa de 71 reesei que
hidroliza el enlace heterosídico del 4-metilumbeliferilcelotriósido (Saloheimo y col., 1988). ECli
III, como todas las enzimas de la familia A analizadas hasta la fecha, actúa con retención de la
configuración del carbono anomérico del sustrato (Gebbler y col., 1992).
Tabla IV. Composición de aminoácidos y principales características de EG III
(Saloheimo y col., 1988).
Masa molecular calculada a partir de la composición
de aminoácidos y el contenido de carbohidratos
5. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO
El conocimiento profundo de las características estructurales y catalíticas de cada
componente del sistema celulasa, ha sido señalado como un requisito imprescindible para llegar
a dilucidar el mecanismo de la hidrólisis enzimática de celulosa, y por ende, conseguir que este
proceso sea viable a nivel industrial (Béguin, 1990).
En este sentido, nuestro laboratorio emprendió hace algunos años el estudio del sistema
celulasa de Trichodemia reesel QM 9414. Caracterizada exhaustivamente la endoglucanasa 1
Aa
Arg
Lys
His
Asp
Glu
Asn
Gin
Trp
Tyr
Phe
Cys
Mal
Ser
Thr
Gly
Pro
Ala
Val
Ile
Leu
Total
10
6
5
19
6
30
25
11
14
13
12
4
42
44
43
19
28
22
21
23
397
2.5
1.5
1.3
4.8
1.5
7.6
6.3
2.8
3.5
3.3
3.0
1.0
10.6
11.1
10.8
4.8
7.1
5.5
5.3
5.8
Contenido en Carbohidratos = 15 % (p/p)
M (SOS-PAGE) = 48 lOa
M (teárioa)a = 49.8 koa
pl = 5.5
= 77000 M1•cm1
a
100
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(Domínguez, 1991) y la lA-glucosidasa (de la Mata, 1992), consideramos interesante abordar la
caracterización de endoglucanasa III; se trata del componente del sistema menos estudiado,
probablemente por dificultades en su purificación.
El trabajo se ha desarrollado de acuerdo con el siguiente esquema:
1. Purificación y caracterización estructural de endoglucanasa III.
- Desarrollo del método de purificación.
- Determinación de los parámetros físico-químicos (M, pI, titulación, parámetros
hidrodinámicos).
- Estudio del efecto de pH, temperatura y fuerza iónica sobre la estabilidad y la
actividad de la enzima.
2. Especificidad de sustrato. Modo de acción.
- Actividad sobre sustratos cromofóricos. Estudios de partición con metanol.
- Actividad sobre celooligosacáridos.
- Actividad sobre sustratos celulósicos.
- Actividad sobre mananos.
3. Identificación de aminoácidos esenciales.
- Estudios del efecto del pH y la temperatura sobre los parámetros cinéticos de la
reacción enzimática. Determinación de valores de pK de grupos ionizables.
- Estudios de modificación química con agentes específicos.
- Identificación de residuos esenciales de triptófano, susceptibles de oxidación por
N-bromosuccinimida.
- Identificación de un carboxio esencial por marcaje de afinidad.
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1. MATERIALES
El microorganismo empleado en la presente investigación, Trichodemza reesel cepa
QM94 14, fue suministrado por Mycological Services (EEUU). La paja de trigo procedía de una
finca de la provincia de Madrid.
Soportes croniatográficos: DEAE-Sepharose CL-ÓB y Sephadex 0-25 son productos de
Pharmacia (Suecia); Ultrogel AcA 44 era de LKB (Suecia), actualmente absorbida por
Pharmacia, que comercializa un gel con similares propiedades: Sephacryl SIOO HR.
Sustratos: 4’-nitrofenil-J3-D-glucopiranósido, CMC (viscosidad media, grado de sustitución
0.8), celobiosa, O-glucosa y xilano se obtuvieron de Fluka (Suiza), Avicel de Merck (Alemania),
y LBG de Sigma (EEUU). Los siguientes sustratos fueron proporcionados gentilmente por el
Dr. M. Claeyssens (Universidad de Gante, Bélgica), quien los preparó de acuerdo con métodos
descritos en las referencias adjuntas: celooligosacáridos (van Tilbeurgh y col., 1982), metil-lA-
glicósidos (Wolfrom y Hag, 1964), 2’-cloro-4’-nitrofenil-13-glicósidos y 4’-metilumbeliferil-13-
glicósidos (Claeyssens, 1988), excepto MeUmb procedente de Sigma (EEUU) y MeUmb(Glc)3
de Lambda (Austria).
Proteínas: los patrones de masa molecular eran de Pharmacia (Suecia) y los de punto
isoeléctrico de Biorad (EEUU). Albúmina de suero bovino y proteasa V8 se obtuvieron de
Sigma (EEUU) y tripsina de Serva (Alemania). El núcleo catalítico de FO III, purificado de
acuerdo con el método descrito por Saloheirnoy col. (1988), fue amablemente cedido por el Dr.
O. Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia).
Reactivos específicos para modificación química: DTNB, TNM, DEPC, EDC, EAC y
RKW procedían de Sigma (EEUU), FF00 de Fluka (Suiza), y N?BS de Aldrich (Bélgica); este
último se recristalizó dos veces a partir de solución acuosa antes de su uso. EPO3 y EPO4
fueron gentilmente donados por el Dr. P. B. H0j (Universidad La Trobe, Bundoora, Australia),
y EPO5 por el Dr. M. Claeyssens (Universidad de Gante, Bélgica); estos productos se
sintetizaron siguiendo el método de H0j, Rodríguez, Stick y Stone (140] y col, 1989).
Todos los demás reactivos y disolventes empleados eran de grado analítico, o superior
en casos que así lo requerían (productos para HPLC).
2. FERMENTACION DEL HONGO
2.1. Mantenimiento de la cepa
La cepa se ha mantenido a corto y medio plazo mediante resiembras en placas Petri con
medio agar-patata (Haynes y col., 1955), incubadas en estufa de cultivo a 280C durante 7 a 10días (hasta que se observa abundante esporulación) y conservadas en nevera a 40C. Las
resiembras se han efectuado cada 30 días. El cultivo se ha mantenido a largo píazo mediante
Inmersión en parafina.
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2.2. Medio de producción de celulasas
Las condiciones óptimas de fermentación de 71 reesel 0M94 14 para la producción de
celulasas, utilizando paja de trigo como fuente de carbono, fueron determinadas con
anterioridad en nuestro laboratorio (Acebal y col., 1986). El medio empleado tiene la siguiente
composición:
KH2PO4 8.00 g
(NH4)2S04 1.40 g
Urea 030 g
Tween 80 2.00 g
Peptona 1.00 g
Disolución de oligoelementos~” 1.00 ml
CaCI . 0.79 g
MgSO47H2O 0.30 g
Agua destilada hasta 1000 mí; el pH se ajusta a 5.5.
<>La disolución de oligoelementos contiene:
FeSO4 7H,O 4.57 g
ZnSO4 - 7H20 2.82 g
CoCí2 -61420 4.33 g
HCI 5.00 ml
Agua destilada hasta 500 ml.
Como fuente de carbono se ha empleado paja de trigo molida y tamizada, con un tamaño
de partícula inferior a 0.177 mm. La concentración de paja en el medio de cultivo era 25 g/l.
La fermentación se realiza en matraces Erlenmeyer de 250 ml. En cada uno de ellos se
introducen 100 ml de medio de cultivo y 2.5 g de paja. A continuación se esteriiza en autoclave
(1 kg/cm
2, 1200C, 30 mm).
23. Inóculo
A un cultivo de resiembra en placa Petri se añaden unos 10 ml de solución salina (9 g/l
de NaCí) estéril. La placa se agita ligeramente con objeto de obtener una suspensión de
esporas; ésta se transvasa a un matraz Erlenmeyer con unos 15 ml de solución salina estéril. La
concentración de esporas se determina por recuento en una cámara de Neubauer; la inoculación
del medio de cultivo se lleva a cabo introduciendo en cada matraz un volumen de suspensión
que contenga — 4 . 10~ esporas.
2.4. Crecimiento del bongo
Los matraces inoculados se introducen en una incubadora (New Brunswick, EEUU)
termostatizada y provista de agitación rotatoria. La fermentación tiene lugar a 330C durante las
primeras 50 h, y a 290C hasta el final del proceso (duración total, 7 días); la agitación se
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mantiene constante a 200 rpm. El crecimiento del hongo se observa por aparición de un micelio
en forma de cinta, adherido a las paredes del matraz.
Finalizada la fermentación se añade 1 ml de azida sódica (20 gIl) por cada litro de medio,
y se centrifuga a 1 500 g durante 15 mm, con el fin de eliminar los restos de paja y el micelio
del hongo. El sobrenadante constituye el denominado “caldo crudo”.
3. PURIFICACION DE EG III
La purificación de FO III a partir del caldo crudo se ha realizado de acuerdo con el
procedimiento esquematizado en la Figura 11.
3.1. Precipitación con sulfato amónico
A un volumen determinado de caldo crudo (normalmente 500 mi) se añade lentamente
sulfato amónico finamente pulverizado hasta alcanzar un 20 % (p/v) de saturación. Después de
30 mm de agitación en frío (— 40C) la mezcla se centrifuga a 12 000 g durante 20 mm. Al
sobrenadante obtenido se le añade sulfato amónico para llegar a un 60 % de saturación, y tras
30 mm de agitación en frío se centrifuga en las condiciones antes descritas, desechándose el
sobrenadante.
El sedimento resultante se resuspende en el mínimo volumen posible de agua destilada
(unos 30 mI) y se procede a su desalado mediante cromatografía en una columna de Sephadex
0-25 Medium (5.5x20 cm) equilibrada en agua; se recogen fracciones de 7.5 mi, y sejuntan para
su liofilización las que contienen proteína (apreciable a simple vista por su íntima asociación
con pigmentos presentes en el medio de cultivo), que es excluida de la columna. La elución de
la sal se detecta con cloruro bárico, ya que el sulfato bárico es insoluble y forma un precipitado
blanco.
3.2. Cromatografía en DEAE-Sepharose a pH 7.0
El residuo seco procedente de la precipitación salina se resuspende en un volumen mínimo
(10 mí) de tampón fosfato sódico 5 mM, pH 7.0 con azida sódica (0.2 gil); tras centrifugación
(3 000 g, 10 mm) se aplica en una columna de DEAE-Sepharose CL-ÓB de 2.6x42 cm,
equilibrada en el mismo tampón. La elución se lleva a cabo sucesivamente con 500 ml del
tampón de equilibrado, 250 mIde un gradiente lineal de NaCí (0-500 mM) en el mismo tampón,
y 250 ml de tampón con NaGI 500 mM. El flujo se mantiene constante a 60 ml/fi con una
bomba peristáltica (Pharmacia, Suecia). Se recogenfracciones de 6 mí, en las que se determinan
actividades celulolíticas y hemicelulolíticas. La concentración de proteína se estima por lectura
de la absorbancia a 280 nm.
Las fracciones correspondientes al segundo pico de actividad CMCasa se reúnen, y se
concentran, primero por ultrafiltración (unidad 202 de Amicon, EEUU, con membrana PM-lo
de Diaflo, EEUU) y finalmente por evaporación a vacio (Univap de Uniscience, Reino Unido).
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CALDO CRUDO
PRECIPITACION CON <NH4)2S04
(20 % saturación)
Centrifugación
Sobrenadante
Sedimento
PRECIPITACION CON (NH4)2S04
(60 % saturación)
Centrifugación
Sobrenadante
Redisolución en agua
Desalado <Sephadex 0-25)
Liofilización
Residuo seco
CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO ANIONICO
en DEAE-Sepharose a pH 7.0
2~ pico de actividad CMCasa
Ultrafiltración
Concentración
CROMATOGRAFíA DE PENETRABILIDAD
en Ultrogel AcA-44
Pico de actividad CMCasa
1
ler pico de actividad CMCasa
1
CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO ANIONICO
en DEAE-Sepharose a pH 6.5
Desalado (Sephadex 0-25)
Liofilización
EG III “pura”
Sedimento
Figura 11. Esquema del procedimiento de purificación de FO III.
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3.3. Cromatografía en Ultrogel Aca-44
El concentrado (3 mí) de FO III procedente de la cromatografía anterior se aplica en
una columna de Ultrogel AcA-44 (1.6x95 cm) equilibrada en imidazol-HCI 8mM, pH 6.5 con
azida sódica (0.2 g/l). La elución se lleva a cabo con el mismo tampón, a un flujo de 10 ml/h.
Se recogen fracciones de 2 ml en las que se determina actividad sobre CMC y absorbancia a
280 nm.
3.4. Cromatografía en DEAE-Sepharose a pH 6.5
El pico de actividad CMCasa de la cromatografía de penetrabilidad se carga en una
columna de DEAE-Sepharose CI-6B equilibrada en imidazol-HCI8mM, pH 6.5 con azida sódica
(0.2 g/l). La columna se lava con 50 ml de este tampón, antes de aplicar un gradiente lineal de
NaCí (200 mí, 0-300 mM). El flujo se mantiene a 30 ml/h, y se recogen fracciones de 3 ml en
las que se determina actividad sobre CMC y absorbancia a 280 nm.
El primer pico de actividad CMCasa, correspondiente a EO III, se concentra hasta unos
10 ml por evaporación a vacio, y se desala en columnas de Sephadex 0-25 equilibradas y
eluidas con agua destilada (columnas PD-i0, Pharmacia, Suecia). La proteína así purificada,
y libre de sales, se liofiliza.
4. DETERMINACIONES ANALITICAS
4.1. Cuantificación de proteína
La concentración de proteína en los distintos pasos del proceso de purificación se ha
determinado por el método de Lowry (Lowry y col., 1951), empleando albúmina de suero bovino
como patrón. En el caldo crudo y el precipitado con sulfato amónico, antes de la valoración, se
precipita con ácido tricloroacético al 10 % (p/v) (de la Mata, 1992) con el fin de eliminar los
compuestos fenólicos procedentes de lignina que interferirían en la determinación de proteína
al reducir el reactivo de Folin.
La concentración de FO III, una vez purificada, se ha determinado por
espectrofotometría teniendo en cuenta el valor del coeficiente de extinción molar a 280 nm
(77 000 M’ - cm’) descrito previamente (Saloheimo y col., 1988). En la cuantificación del núcleo
catalítico se ha empleado un valor de e2~ = 62 700 calculado a partir de su composición de
aminoácidos (Stáhlbergy col., 1988)yconsiderando e,~Trp = 5500 M4 -cm’y c280Tyr = 1100
cm’.
4.2. Valoración de azúcares reductores
Se ha seguido el método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (Miller, 1959; Domínguez, 1991)
con glucosa como patrón. En las muestras en que era de esperar una baja concentración de
azúcares se han añadido 100 gg de glucosa antes de la adición del reactivo (Wood y Bhat, 1988)
y la lectura de absorbancia se ha realizado a 540 nm (en lugar de a 640 nm), con el objeto de
aumentar la sensibilidad.
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4.3. Valoración de glucosa
La valoración específica de D-glucosa se ha llevado a cabo por el método de la EJ-glucosa
oxidasa-peroxidasa, utilizando un preparado comercial (Boehringer Mannheim, Alemania), y
siguiendo las instrucciones del fabricante.
4.4. Separación y análisis de celooligosacáridos y derivados por HPLC
Los productos de la degradación enzimática de celooligosacáridos y sus derivados
metilados, se han separado en un sistema HPLC (Waters, EEUU) con una columna Rsil Polyol
(0.46x25 cm) de Biorad (EEUU). La elución se lleva a cabo con acetonitrio:agua (60:40) en
condiciones isocráticas (flujo de 1 mí/min) y los azúcares se detectan por cambios en el índice
de refracción del eluyente (detector R401 de Waters, EFUU). El producto correspondiente a
cada pico en los cromatogramas se identifica por su tiempo de retención característico (Tabla
y); la cuantificación se realiza por interpolación de la altura en una curva patrón específica
para cada producto.
Tabla V. Tiempos de retención de los distintos celoligosacáridos ((Oic)~) y sus
derivados 1-metilados (Me-(Glc)~) en las condiciones cromatográficas descritas.
Azúcar t~ (mm) Azúcar tr (mm)
Ole 4.4 Me-Olc 3.8
(Glc)2 5.0 Me-(Olc)2 4.2
(Glc)3 5.6 Me-(Olc)3 4.7
(Olc)4 6.3 Me-(Glc)4 5.3
(Olc)5 7.2
Los derivados cromofóricos de celotriosa MeUmb(Glc)3 y CNP(Glc)3 y los productos de
su hidrólisis catalizada por EG III se han analizado por HPLC en un sistema Beckman (EEUU)
computerizado (System Goid), con una columna Spherisorb N112 (0.46x25 cm) suministrada por
Tecnokroma (España). La elución se realiza en isocrático en el caso de CNP(Olc)3 (50 %
acetonitrilo, 50 % fosfato sódico 1 mM, pH 7.3; flujo 0.3 mí/mm), y en gradiente en el caso
deMeUmb(Glc)3 (100 % acetonitrio a 70 % acetonitrilo, 30 % agua, en 3 mm, con un flujo de
Tabla VI. Tiempos de retención de MeUmb(Glc)3 y CNP(Olc)3 y de sus
productos de degradación en las condiciones cromatográficas descritas.
Producto t~ (mm) Producto t~ (mm)
CNP 6.81 MeUmb 3.31
CNPOIc 7.12 MeUmbGlc 3.70
CNP(Olc)2 7.49 MeUmb(Glc)2 4.28
CNP(Olc)3 8.90 MeUmb(Olc)3 4.68
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2 mí/mm). Los derivados cromofóricos se detectan por absorbancia a 313 nm (detector System
GoId 166 de Beckman, EEUU). El producto correspondiente a cada pico en los cromatogramas
se identifica por su tiempo de retención característico (Tabla VI); la cuantificación se realiza
por interpolación del área en una curva patrón específica para cada producto.
5. ENSAYOS ENZIMATICOS. ANALISIS DE DATOS
A lo largo del proceso de purificación de FO III la actividad enzimática se ha expresado
en unidades internacionales (UI), que equivalen a micromoles de producto (azúcares reductores
en la mayoría de los sustratos ensayados) liberados por minuto de incubación.
5.1. Actividad y adsorción sobre celulosa microcristalina (Avicel)
En la determinación de la actividad Avicelasa de eluidos cromatográficos, a 1 ml de
muestra se añade 1 mIde Avicel (20 g/l) en tampón citrato sódico 0.1 M, pH 4.8. La incubación
se realiza a 5~C durante 1 h; la reacción se detiene por inmersión en baño de hielo; la mezcla
de ensayo se centrifuga (5 000 g, 10 mm) para eliminar el sustrato no hidrolizado, y en el
sobrenadante se valoran azúcares reductores (apartado 4.2, pág. 25).
Los productos de la hidrólisis de Avicel (10 g/l) catalizada por FO III (8 gM) en tampón
acetato sódico 0.1 M, pH 5.0 a 370C, se han analizado por HPLC (apartado 4.4, pág. 26). Antes
de su inyección en el cromatógrafo, las muestras (140 pI) extraídas a distintos tiempos de
incubación se concentran por evaporación a vacío hasta 20 pl.
La adsorción a Avicel de muestras de EO III se ha determinado como se describe a
continuación: 100 pl de FO III (0.6 pM) se añaden a un volumen igual de Avicel (20 gIl), y la
mezcla se incuba a 40C (para evitar la hidrólisis del sustrato) durante 30 mm, con agitación
continua; transcurrido este tiempo se centrifuga (5 000 g, 10 mm) y la enzima no adsorbida se
cuantifica por valoración de la actividad sobre CNP(Olc)
3 del sobrenadante.
5.2. Actividad sobre carboximetilcelulosa (CMC)
La actividad CMCasa se ha determinado a 50
0C, en tampón citrato sódíco 0.1 M, pH 4.8
con CMC (10 gIl) y una dilución adecuada de la muestra enzimática a valorar (volumen total,
2 mí). Tras 10 mm de incubación la reacción se detiene por inmersión en baño de hielo, y se
determina la concentración de azúcares reductores liberados (apartado 4.2, pág. 25).
Para la determinación de las constantes cinéticas, EO III (60 nM) se incuba a 300C o a
500C con varias concentraciones de CMC (entre 2 y 20 g/l) en tampón acetato sódico 0.1 M,
PH 5.0. Después de 2, 4, 6, 8 y 10 mm se toman alícuotas en las que se determina la
concentración de azúcares reductores (apartado 4.2, pág. 25). Los valores de K,,, y kat se han
calculado por ajuste, mediante un programa informático de regresión lineal (Cornish-Bowden,
1976), de los datos de velocidad inicial para cada concentración de sustrato a la ecuación de
Hanes-Woolf:
S/v = Km/(k~t ‘[E]
0) + S/(kat - [E]0) (1)
donde 5 es la concentración de sustrato, y es la velocidad inicial, y [E]0 es la concentración
ínicial de enzima.
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5.3. Actividad sobre sustratos cromofóricos: CNP(GIc)3 y MeUmb(Glc)3
La hidrólisis de estos sustratos catalizada por FO III tiene lugar por dos vías alternativas
según el modo de unión al centro activo de la enzima; el correspondiente análisis cinético,
basado en los datos experimentales obtenidos, se desarrolla más adelante (Apéndice, pág. 74).
La vía de hidrólisis que conduce a la liberación del cromóforo (CNP o MeUmb) resulta
adecuada para evaluar la actividad de FO III.
La liberación de CNP (pI< = 5.5) a partir de CNP(Olc)3 se ha determinado en continuo,
por espectrofotometría, a valores de pH ligeramente ácidos (Claeyssens, 1988); los ensayos se
realizan con CNP(Glc), 0.5 mM y FO III 0.5-2 pM, en tampón Mcllvaine (0.1 M citrato
sódico/fosfato sódico) pH 5.6 (volumen total, 200 pl). Esta mezcla se incuba a 250C, y laabsorbancia a 405 nm se registra cada 20 s (espectrofotómetro DU-8 de Beckman, EEUU).
La formación de MeUmb a partir de MeUmb(Olc), se ha cuantificado por fluorimetria
(Claeyssens, 1988); la mezcla de ensayo, con una concentración 100 pM de sustrato y 25 a
100 nM de enzima, en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0, se incuba a 250C; a 1, 2, 3, 4 y
5 mm se toman alícuotas de 100 pl a las que se adiciona 900 pl de glicocola 0.2 M, pH 10.2 para
detener la reacción y permitir la ionización de MeUmb (pK, = 7.2). La concentración de
MeUmb se determina midiendo la intensidad de fluorescencia ~ = 360 nm, Ae,,, = 455 nm)
e interpolando en una recta patrón que debe actualizarse cada vez que se realiza una tanda de
medidas. El fluorímetro empleado ha sido un MPF-44 E de Perkin-Elmer (EEUU).
El análisis de las dos vías alternativas de ataque enzimático se ha efectúado por HPLC
(apartado 4.4, pág. 26); concentraciones variables de sustrato (MeUmb(Olc)
3 25-200 pM;
CNP(Olc), 50-500 pM) se incuban a 250C con FO III 50 nM, en tampón piridina/ácido acético10 mM, pH 5.0; a distintos tiempos (5, 10, 15, 20 y 25 min) se toman alícuotas de 50 pl y se
adicionan a 50 pl de acetonitrio, inyectándose en el cromatógrafo 20 pl de esta solución. Los
valores de las constantes cinéticas teóricas se determinan por ajuste de los datos experimentales
a las ecuaciones (10) y (11) (pág. 74), mediante un programa de regresión no lineal (BMDP-
AR EMDP Statistical Software, EEUU). Los valores de las constantes aparentes se determinan
sustituyendo los valores teóricos en las ecuaciones (12), (13) y (14) (pág. 74).
Fn los estudios de partición con ¡netanol se siguen los protocolos descritos, pero la mezcla
de ensayo contiene además metanol (u otro alcohol) en la concentración deseada (normalmente
2.5 M).
5.4. Actividad sobre celooligosacáridos
Los productos de la hidrólisis de celoligosacáridos (10 mM) catalizada por FO III
(200 nM) a 370C en tampón piridinaíácido acético 10 mM, pH 5.0, se han analizado por HPLC
(apartado 4.4, pág. 26). La liberación de EJ-glucosa a partir de celotriosa y celobiosa se ha
determinado con mayor precisión (apartado 4.3, pág. 26) permitiendo la evaluación de los
parámetros cinéticos correspondientes por ajuste a la ecuación (1) como se ha descrito
anteriormente (apartado 5.2, pág. 27).
5.5. Actividad sobre ¡nananos
El sustrato empleado más frecuentemente ha sido LBG, galactomanano, que se prepara
del siguiente modo: una suspensión de LBO (20 gil) en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0
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se mantiene en agitación durante 24 h, a temperatura ambiente, y seguidamente se centrifuga
(5 000 g, 20 mm) para eliminar el sustrato no solubiizado. La concentración real de LBO es,
en consecuencia, menor de la nominal.
En la determinación de la actividad mananasa de eluidos cromatográficos, a 100 pl de
muestra se añade 1 ml de LBO (10 gIl) en tampón acetato sódico 0.1 M, PH 5.0. La incubación
se realiza a 500C durante 1 h; la reacción se detiene por inmersión en baño de hielo y se
valoran azúcares reductores (apartado 4.2, pág. 25).
Para la determinación de las constantes cinéticas, FO III (600 nM) se incuba a 500C con
varias concentraciones de LBO (entre 2 y 18 gIl) en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0.
Después de 5, 10, 15, 20 y 25 min se toman alícuotas en las que se determina la concentración
de azúcares reductores (apartado 4.2, pág. 25). Los valores de K~ y k~
1 se han calculado por
ajuste de los datos de velocidad inicial para cada concentración de sustrato a la ecuación (1)
(apartado 5.2, pág. 27).
Los productos de la hidrólisis de LBO (galactomanano) y glucomananano (20 gIl)
catalizada por FO 111 (8 pM) en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0 a 37
0C, se han analizado
por HPLC (apartado 4.4, pág. 26). Antes de su inyección en el cromatógrafo, las muestras
(140 pl) extraídas a distintos tiempos de incubación se concentran hasta 20 pl, por evaporación
a vacto.
5.6. Actividad sobre xilano
En la determinación de la actividad xilanasa de eluidos cromatográficos, a 1 ml de muestra
se añade 1 ml de xilano (40 g/l) en tampón citrato sódico 0.1 M, pH 6.0. La incubación se
realiza a 370C durante 20 mm; la reacción se detiene por inmersión en baño de hielo. La mezcla
de ensayo se centrifuga (5 000 g, 10 mm) para eliminar el sustrato no hidrolizado, y en el
sobrenadante se valoran azúcares reductores (apartado 4.2, pág. 25).
5.7. Actividad 6-glucosidasa
En la determinación de la actividad 13-glucosidasa de eluidos cromatográficos, la mezcla
de ensayo (2 mí) contiene 4-nitrofenil 13-D-glucopiranósido 5 mM en tampón citrato sódico
0.1 M, pH 4.8 y una dilución adecuada de la muestra a valorar. La incubación se realiza a 500C
durante 10 mm; la reacción se detiene por inmersión en baño de hielo, y se adiciona NaOH
0.1 M (3 mí) para determinar la concentración de 4-nitrofenol por lectura de la absorbancia a
405 nm.
6. TECNICAS ELECTROFORETICAS
6.1. Electrol’oresis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
Se ha realizado en geles al 10 % (p/v) de acrilamida, según el método descrito por
Laemmli (1970) y modificado por Chappmann y col. (1976). El equipo empleado ha sido un
sistema vertical de placas (20x20 cm) SE 600 de Hoeffer (EEUU). Las proteínas se han
visualizado por tinción con azul Coomassie.
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6.2. Isoelectroenl’oque analítico
Se ha llevado a cabo con geles de poliacrilamida preparados con anfolitos de pH 3.5 a 9.5,
Ampholine PAO, producto comercial de Pharmacia (Suecia), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El equipo empleado ha sido un Multiphor de LKB (Suecia). Las proteínas se han
visualizado por tinción con azul Coomass¡e.
6.3. Curva de titulación
Se ha realizado en un equipo Phast System de Pharmacia (Suecia) con geles de
isoelectroenfoque de pH 3 a 9, preparados por Pharmacia para este sistema. El procedimiento
experimental empleado ha sido el propuesto por el fabricante: un gel de isoelectroenfoque se
somete a un campo eléctrico para establecer un gradiente de pH; seguidamente se aplica la
proteína en una línea perpendicular al gradiente creado, y que pasa por el centro del gel;
finalmente se lleva a cabo una electroforesis aplicando un campo eléctrico entre los extremos
del gel paralelos a la línea de aplicación. Las proteínas se han visualizado por tinción con azul
Coomassie o con nitrato de plata.
6,4. Localización de actividades enzimáticas en los geles de isoelectroenfoque
En los geles de titulación con el pH antes de la detección de actividades enzimáticas se
lava el gel en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0 durante 5 mm.
La actividad sobre MeUmb(Glc)1 se ha localizado siguiendo el método descrito por
Saloheimo y col. (1988): finalizado el isoelectroenfoque se rocía el gel con una solución 1 mM
de MeUmb(Olc)3 en tampón acetato sódico 0.1 M, pH 5.0; la liberación de MeUmb se hace
patente iluminando el gel con una lámpara Uy.
La actividad sobre LBG se ha localizado mediante incubación del gel a 50
0C, durante
25 mm con una réplica de agar (20 gIl) con LBO (4 gIl) en acetato sódico 0.1 M, pH 5.0; a
continuación la réplica se lava sucesivamente con etanol al 50 % (y/y) y NaCí 1 M, y se
sumerge en una solución de rojo Congo (2 gIl); transcurridos 45 mm se lava dos veces con NaCí
1 M, apareciendo entonces bandas claras donde el sustrato ha sido hidrolizado.
7. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE EG III
7.1. Determinación de la masa molecular
Se ha realizado por medio de electroforesis en SDS, así como por cromatografía de
penetrabilidad en Ultrogel AcA-44. En el primer caso las proteínas empleadas como patrón han
sido: a-lactoalbúmina de bovino (14.4 kDa), inhibidor de tripsina de soja (20.1 kDa), anhidrasa
carbónica de eritrocito de bovino (30 kDa), ovoalbúmina (43 kDa), albúmina de suero bovino
(67 kDa) y fosforilasa b de músculo de conejo (94 kDa). En el segundo se han empleado los
mismos patrones excepto a-lactoalbúmina, sustituida por citocromo c de corazón de caballo
(12.3 kfla). En el cálculo del volumen de exclusión de la columna (y
0 = 65.9 mí) se ha utilizado
azul de dextrano, y en la determinación del volumen total (‘
1k = 184.4 mí), 4-nitrofenol. El
coeficiente de partición K~ se define como: (Ve¡uáón - V
0)/(V1 - y).
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7.2. Determinación del punto isoeléctrico
Se ha llevado a cabo por comparación de la posición en la que se estabiiza EO III con
la de patrones de pl conocido: ficocianina (azul), 4.65; B-lactoglobulina E, 5.10; anhidrasa
carbónica bovina, 6.00; anhidrasa carbónica humana, 6.50; mioglobina equina (marrón), 7.00;
mioglobina de ballena (marrón), 8.05; a-quimotripsina, 8.80; y citocromo c (rojo), 9.60.
7.3. Análisis de aminoácidos
La composición de aminoácidos se ha determinado con un analizador automático Durrum
D-500, después de hidrólisis ácida de las proteínas en HCl 6 M con fenol2 g/l, a 1 100C durante
24 h.
7.4. Centrifugación analítica
Los paramétros hidrodinámicos de FO III se han determinado empleando una
ultracentrífuga analítica MSE Centriscan 75 equipada con un sistema óptico de schlieren. Dos
soluciones de EG III de distinta concentración (0.6 y 1.2 mg/mí) en acetato sódico 0.2 M,
pH 5.0 se introdujeron en sendas celdilias de 400 pi de capacidad; la centrifugación se llevó a
cabo a 38 500 rpm (4 034 rad/s), a 200C, durante 3 h, registrándose gráficos de schlieren cada
hora. El valor del coeficiente de sedimentación s se ha calculado a partir de la representación
de la posición del máximo en los gráficos, r, a cada tiempo, t, de acuerdo con la función:
£ = <1/c*9)~ d(ln r)/dt (2)
donde w es la velocidad angular.
El valor de s~ se ha obtenido introduciendo factores correctores para la viscosidad y la
densidad (Tanford, 1961). La razón friccional f/f, se ha evaluado utilizando las ecuaciones de
Svedberg (3) y Stokes (4):
II = sNvf/<1 - v~p) (3)
y
considerando los valores de masa molecular, M (49.8 kDa), y volumen especifico parcial, y
(0.702 ml/g) previamente descritos (StAhlberg y col., 1988)
7.5. Rotura con bromuro de cianógeno
EO III (1 mg) se disolvió en 200 pi de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.8 con OuHCI 6 M. Tras
reducir (5 ¡sí de OTE 0.5 M, atmósfera de N
2, 15 h) y carboximetilar (9 pl de IAAm 0.5 M,
30 min) la proteína, se eliminaron las sales y se cambió el disolvente a ácido acético al 50 %
(y/y) en una columna de Sephadex 0-25 (PD 10 de Pharmacia, Suecia); a continuación la
muestra se liofilizó y se resuspendió en 50 pl de ácido fórmico al 70 % (y/y). A esta solución
se añadieron 10 pl de CNBr 0.5 M, y la mezcla se incubó a temperatura ambiente y en
oscuridad; transcurridas 15 h se secó en atmósfera de N~ y se resuspendió en tampón de
muestras de electroforesis (SDS), aplicándose en un gel de poliacrilamida con una concentración
del 18 % (p/v) de acrilamida.
MATERIALES.Y METODOS 32
716. Determinación de grupos sulihidrilo libres
La determinación de cisteinas libres se realizó con el reactivo de Fllman (DTNB) de
acuerdo con el método descrito por Habeeb (1972).
8. EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA CINETICA ENZIMATICA
Se ha estudiado el efecto del pH y la temperatura en la reacción de liberación de MeUmb
a partir de MeUmb(Olc)3 catalizada por FO III. Las cinéticas se han realizado de acuerdo con
la metodología descrita en el apartado 5.3 (pág. 28), fijando la concentración de enzima en
50 nM, y variando el pH de la mezcla de ensayo entre 4.0 y 6.3 (intervalo de estabilidad de la
enzima), y la temperatura entre 30 y 55
0C (límite superior de termoestabilidad). En los
tampones empleados en este estudio (50 mM acetato sódico/SO mM fosfato sódico ajustados
al pH deseado con NaOH o HCI) se ha mantenido constante la fuerza iónica en 0.2 M,
mediante la adición de cantidades apropiadas de NaCí, calculadas con la ayuda de un programa
informático (Ellis y Morrison, 1982). La constante de especificidad (k~,
1/K~,) de la reacción a
cada pH y temperatura se ha determinado por ajuste de los datos de velocidad inicial a la
ecuación (16) (pág. 74), mediante un programa de regresión lineal.
Los valores de pICa a cada temperatura se han calculado por ajuste de los datos de
constante de especificidad a la ecuación (5), mediante un programa BMDP-AR (BMDP
Statistical Software, EEUU) de regresión no lineal:
= c/(1 + Ka/[H~1) (5)
donde c es el valor máximo teórico de k~t/Km, Ka es la constante de disociación de un grupo
de la enzima que está protonado en la forma activa de la misma, y [Hl] es la concentración
molar de protones.
La entalpía de ionización ( H10) se ha determinado por ajuste de los datos de pKa a
distintas temperaturas a la ecuación (6):
pK, =zNH0,,/(2.3 ‘R ~T) + b (6)
donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta y b una constante.
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9. MODIFICACION QUIMICA DE EG III
9.1. Modificación con dietilpirocarbonato (DEPC)
FO III 4 pM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
6.5; fosfato sódico 100 mM, pH 6.0) con DEPC 0.5-2.5 mM (la solución madre de DEPC era
50 mM en etanol puro); a distintos tiempos, hasta 30 mm, se tomaron alícuotas de 10 pl a las
que se adicionaron 50 pl de imidazol 2 mM en tampón Mdllvaine pH 5.6. La actividad residual
sobre CNP(Olc)3 (liberación de CM’) se determiné después de añadir 100 pl de CNP(Olc)3
1 mM en tampón Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de un control incubado sin DEPC.
La concentración efectiva de la partida de DEPC empleada se determinó por el método
descrito por Mijes (1977).
92. Modificación con tetranitrometano (TNM)
EG III 4 pM se incubé a temperatura ambiente en tampón Tris-UCI 50 mM, pH 8.3, con
TNM 5 mM (solución madre de TNM, 80 mM en etanol puro); a distintos tiempos, hasta 2 fi,
se tomaron alícuotas de 10 pl a las que se adicionaron 50 pl de cisteina 1.25 mM en tampón
Mcílvaine pH 5.6. La actividad residual sobre CNP(Olc)3 (liberación de CNP) se determinó
después de añadir 100 pl de CNP(Glc)3 1 mM en tampón Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con
la de controles incubados sin TNM.
9.3. Modificación con carbodilmidas <EDC y EAC)
FO III 4 pM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
5.1 ó 5.6; fosfato sódico 50 mM, pH 3.1 6 4.5; piridina-UCI 100 mM, pH 4.0) con
concentraciones de carbodiimida (EAC o EDC) de hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h,
se tomaron alícuotas de 10 pl a las que se adicionaron 50 pl de tampón Mcílvaine pH 5.6. La
actividad residual sobre CNP(Olc)3 (liberación de CNP) se determinó después de añadir 100 pl
de CNP(Olc)3 1 mM en tampón Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de controles incubados
sm carbodiimida.
Para comprobar si la falta de inactivación en estas condiciones se debía a la reversión
por agua de la modificación covalente de un grupo carboxio esencial (Hoare y Koshland, 1967),
la incubación también se efectué en presencia de ester etílico de glicina (4 mM), nucleófilo
alternativo capaz de hacer irreversible la supuesta modificación.
9.4. Modificación con N-etoxicarbonil-2-etoxi- 1,2-dibidroquinoleina (EEDQ)
FO III 4 pM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
5.1 ó 5.6; fosfato sódico 50 mM, pH 3.1 6 4.5; piridina-HCI 100 mM, pH 4.0) con
concentraciones de EEDQ de hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h, se tomaron alícuotas
de 10 pl a las que se adicionaron 50 pl de tampón Mcllvaine pH 5.6. La actividad residual sobre
CNP(Olc)3 (liberación de CNP) se determiné después de añadir 100 pl de CNP(Olc)3 1 mM
en tampón Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de controles incubados sin EEDQ.
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9.5. Modificación con reactivo 1< de Woodward (RKW)
FO III 4 pM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
4.5, 5.1, 5.6 é 6.4; fosfato sódico 50 mM, pH 3.1 ó pH 6.0) con concentraciones de RKW de
hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h, se tomaron alícuotas de 10 pl a las que se
adicionaron 50 pl de tampón Mcllvaine pH 5.6. La actividad residual sobre CNP(Olc)3
(liberación de CNP) se determiné después de añadir 100 pl de CNP(Glc)3 1 mM en tampón
Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de controles incubados sin RKW.
Para determinar el número de carboxios modificados cuando se alcanza la inactivación
total de la proteína se procedió a incubar FO III 10 pM con RKW 100 mM en tampón fosfato
sódico 0.1 M pH 6.0. El pH se mantuvo constante a 6.0 mediante adición continua de NaOH
0.5 M (la hidrólisis espontánea del reactivo K acidifica la mezcla de reacción) con una
mícrojeringuilla montada en un nonius, de forma que cada giro de la rueda del nonius
provocaba la adición de 1 pl de NaOH al medio de reacción (1 mí), en el cual se había
introducido el electrodo de un pUmetro para poder seguir la evolución del pH. Transcurridos
30 mm la enzima estaba totalmente inactivada, y entonces se separó del exceso de reactivo
mediante dospasos cromatográficos sucesivos en Sephadex 0-25 (columna PD 10 de Pharmacia,
Suecia) equilibrada y eluida con tampón Tris-HCI 50 mM, PH 8.3. A continuación se registraron
los espectros UV (360 a 240 nm) de la muestra de FO III modificada, y de una muestra control
tratada del mismo modo pero en ausencia de RKW. El número de carboxios modificados se
determinó considerando el coeficiente de extinción molar a 340 nm (7 000 M’ - cm’) (Shina y
Brewer, 1985) del fenol cromofórico que se incorpora al grupo carboxio como consecuencia de
la reacción de modificación (Pétra, 1971).
9.6. Estudios de protección
En aquellos casos en que se observó inactivación de la enzima, se realizaron experimentos
de protección del centro activo de FO III, preincubando 5 mm la solución enzimática con
celobiosa 250 mM antes de la adición del modificador. Simultáneamente se trataron muestras
control de la enzima sin celobiosa. El procedimiento experimental empleado en estos estudios
es por lo demás igual al especificado para cada uno de los reactivos ensayados.
10. MODIFICACION DE TRIPTOFANOS CON N-BROMOSUCCINIMIDA (NES)
10.1. Reacción con NES
La oxidación de residuos de Trp de FO III con NBS se ha llevado a cabo siguiendo
esencialmente el método descrito por Spande y Witkop (1967). Una solución de EO III 9.1 pM
en acetato sédico 50 mM, pH 5.0 se pipetea en dos cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico
(1 ml en cada una), colocando una en la célula de referencia y la otra en la de muestra, de un
espectrofotómetro de doble haz (Uvikon 810 de Kontron, Suiza); la temperatura se mantiene
a 15
0C con un baño de agua termostatizado. Se registra el espectro de diferencia entre 330 y
230 nm, y se toman alícuotas de 20 pl de cada cubeta; a continuación se añaden 20 pl de NES
0.15 mM (en agua destilada) a la solución “muestra”, y se agita rápidamente; en la solución
“referencia” se añaden 20 pl de agua en lugar del reactivo. Después de 2 mm se registra el
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espectro de diferencia, se extraen alícuotas de 20 pl y se diluyen con L-triptófano 0.1 mM en
tampón acetato sódico 50 mM, pH 5.0 (volumen necesario para que la concentración de enzima
sea 1.2 pM) para eliminar cualquier NES remanente. La adición del oxidante (agua) se sucede
por este procedimiento hasta que la solución de proteína modificada se enturbia. Finalmente
se determinan las actividades sobre MeUmb(Olc)3 y CNP(Olc)3, así como la capacidad de
adsorción a Avicel, de las alícuotas de enzima tomadas.
FI mismo método se sigue para la modificación del núcleo catalítico de EO III, o en los
experimentos de protección con ligandos.
102. Cálculo del número de Trp oxidados
FI número de Trp oxidados (n~0~) en cada estadio de modificación m se ha calculado de
acuerdo con la fórmula empírica propuesta por Spande y Witkop (1967):
n~0~ =—AA2~4.31/(5 500’[E]m) (7)
donde A2~ es la diferencia de absorción a 280 nm entre la proteína modificada y el control
(solución “referencia’), 1.31 es un factor de corrección empírico, 5 500 es el coeficiente de
extinción molar del Trp a 280 nm, y [E],,, es la concentración de proteína tras m ciclos de
modificación cada ciclo supone una dilución 98011000 de la solución precedente y en
consecuencta [E],,, = [E]0 .(980/1000)m.
10.3. Preparación de fornas de EG III con distinto grado de oxidación (W10~ y ~
Para profundizar en el estudio de la modificación de FO III con NBS ha sido necesario
preparar cantidades mayores de enzima con distintos grados de oxidación. FO III W10~ y W~
se obtienen por adición de 10 pl de NIBS 1.5 y 3 mM, respectivamente, a 90 pl de FO III
100 pM en tampón acetato sódico 50 mM, pH 5.0. Análogamente se prepara la forma W10~ del
núcleo catalítico de FO III a partir de éste.
10.4. Estudios de termoestabilidad
Alícuotas de 150 pl de soluciones de FO III intacta, W10,, yW2~ (concentración 3.4 gM,
en tampón acetato sódico 50 mM, pH 5.0) se incubaron a distintas temperaturas durante
30 mm; el tratamiento térmico se para por inmersión en baño de hielo. La actividad residual
se determiné con CNP(Olc)3 como sustrato, y se comparé con la de muestras no incubadas.
10.5. Espectros de dicroísmo circular
Los espectros de dicroísmo circular (250-200 nm) se registraron por triplicado para cada
muestra (concentración de proteína 3.4 pM, tampón acetato sédico 50 mM, pH 5.0) con un
dicrógrafo Jobin Yvon Mark III (Francia) dotado de una lámpara de xenon de 250 W. La
velocidad de barrido fue de 0.5 nm/s, la sensibilidad de 5 ‘lot las muestras se dispusieron en
una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de paso óptico.
Los valores de elipticídad se expresan como elipticidad molar por residuo, que se calcula
teniendo en cuenta que la masa molecular media por residuo de EO III es 106.2 Da, según se
deduce de su composición de aminoácidos. FI cálculo de los valores de elipticídad, así como el
de estructura secundaria se han realizado mediante el programa informático CDPROT
desarrollado por Menéndez-Arias y col. (1988).
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11. MARCAJE DE AFINIDAD DE EG III CON 4’,5’-EPOXIPENTIL--I3-CELOBIOSIDO
(EPOS)
11.1. Reacción de inactivación de EG III con epoxialquil
8-celobiósidos
Los experimentos de inactivación de FO III con epoxialquil ¡3-celobiósidos en general, y
con EPOS en particular, se han llevado a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo
experimental (los detalles concretos de cada experiencia se especifican en Resultados): FO III
0.8 pM en tampón Mcílvaine pH 4.6 se incuba a 370C con inhibidor; a distintos tiempos se
toman alícuotas de 10 pl de la mezcla de reacción y se diluyen en 0.5 ml de MeUmb(Olc)
3
100 pM en acetato sódico 0.1 M, pH 5.0 para determinar la actividad residual.
112. Preparación de EPOS-EG III
La identificación del grupo carboxilo de la proteína al que se une EPOS, ha requerido la
preparación de grandes cantidades de FO III con FF05 covalentemente unido, que se han
obtenido por incubación de 1 ml de enzima 20 pM en tampón Mcílvaine pH 4.6 con EPOS
7 mM, a 37
0C hasta inactivar totalmente FO III (dos días). La preparación de EPOS-FO III
se diluye con agua (hasta 3.5 mí) y se concentra por ultrafiltración (Centricon 10 de Amicon,
EEUU); este lavado se repite otra vez para eliminar el tampón y el exceso de epóxido. En
paralelo, se preparan controles sin inhibidor.
12. ANALISIS DE PEPTIDOS
12.1. Digestión con tripsina
Las muestras de FO III (300 pl con una concentración 10 pM, en tampón bicarbonato
amónico 0.4 M, pH 7.8 con urea 8 M) se reducen (DTE 1.5 mM, 10 mm a 500C) y
carboximetilan (LXAm 3 mM, 15 mm a 370C). Después de diluir (1/4) con agua, se añaden
45 ¡sg de tripsina. La mezcla se incuba durante 10 h a 370C, y el digerido resultante se inyecta
directamente en el sistema HPLC (apartado 12.3).
122. l)igestión con proteasa VS
Las muestras de FO III (300 pl con una concentración 10 pM, en tampón bicarbonato
amónico 50 mM, pH 7.8 con GuHCI 6 M) se reducen (DTF 1.5 mM, 10 mm a 500C) y se
diluyen (1/4) con tampón sin GuHCI. Seguidamente se añaden 30 ¡sg de proteasa V8 y se
incuba durante 10 h a 370C. Los péptidos resultantes se carboximetilan (IAAm 2 mM, 15 mm
a 370C) antes de su inyección en el sistema HPLC (apartado 12.3).
12.3. Separación de péptidos por HPLC
Los péptidos derivados de la proteolisis de FO III y sus derivados oxidados (NBS) o
marcados con EPOS, se han separado por HPLC en fase reversa en un sistema Waters (EEUU)
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con una columna C4 modelo 214 TP-54 (0.46x25 cm) de Vydac (EEUU). La elucién se realiza
con un gradiente lineal del 5 al 70 % de acetonitrio en agua, con ácido trifluoroacético al 1 %
(y/y) (concentración constante), a un flujo de 1 mí/mm. La detección de péptidos se lleva a
cabo con un Photo Diode Array (Waters, EEUU), almacenando en una memoria electrónica,
cada 5 s, espectros de absorción (190-320 nm) del eluido. Los péptidos seleccionados para su
posterior análisis se concentran por evaporación a vacío hasta unos 20 pl, y se conservan a
-20
0C.
12.4. Secuenciación amino-terminal
La determinación de la secuencia amino-terminal de los péptidos seleccionados se ha
llevado a cabo con un secuenciador automático de fase gaseosa 477A (Applied Biosystems,
EEUU), acoplado a un analizador de P’I’H-aminoácidos 120A (Applied Biosystems, EEUU).
El procedimiento empleado ha sido el recomendado por el fabricante. Las muestras se cargan
en filtro de fibra de vidrio (GFC de Whatman, EEUU) tratado con ácido trifluoroacético puro,
y se recubren con una solución acuosa de polibreno (3 mg).
12.5. Determinación de la masa molecular
La masa molecular de los péptidos seleccionados se ha determinado por espectrometria
de masas siguiendo la técnica denominada de desorción de plasma (“plasma desorption mass
espectrometry”, PDMS), prolijamente descrita por Macfarlane (1990). El aparato empleado ha
sido un Analizador de Biopolímeros NO ION 20 de Applied Biosystems (EEUU), y el
procedimiento experimental el descrito por el fabricante. Los espectros se registraron para
1 millón de cuentas de fisión de la fuente (californiJ2).
El error máximo en la determinación de la masa molecular de péptidos por este método,
es del 0.2 %. FI método es válido para péptidos de hasta 50 kDa.
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1. PURIFICACION E IDENTIFICACION DE EG III
1.1. Purificación de EG Hl
La caracterización de cualquier proteína requiere la disponibilidad de muestras de la
misma con un grado de pureza óptimo (normalmente > 95 %). En el caso de las celulasas este
requisito cobra especial importancia, debido a la gran cantidad de enzimas con similares
aptitudes catalíticas presentes en el material de partida, y al sinergismo observado entre ellas.
La purificación de FO III a partir de caldos de cultivo de Trichoderma reesei QM 9414
se ha llevado a cabo siguiendo el esquema de la Figura 11 (pág. 24). La evaluación cuantitativa
del proceso de purificación se recoge en la Tabla VII.
Tabla VII. Purificación de endoglucanasa III
Actividad CMCasa
Fracción VolLinen Proteína Actividad Actividad Rendimiento Factor de
totat total específica (actividad) purificación
<mt> <mg) ([JI) (UI/m9) (% total>
Caldo crudo 500 430 11695 27.2 100 1.0
Precipitado
con (NH
4)2504 10 341 7395 21.7 63 0.8
OEAF-Sepliarose
pH 7.0 86 5.7 1634 287 14 10.6
Ultrogel AcA-44 31 3.5 1200 343 10 12.6
DEAE-Sepharose
pH 6.5 29 2.5 866 346 7 12.7
El primer paso cromatográfico sobre DEAE-Sepharose CL-6B a pH 7.0 permite separar
las distintas celulasas y hemicelulasas presentes en el caldo de cultivo del hongo (Fig. 12A).
FO III eluye isocráticamente, aunque es retenida parcialmente en la columna. El análisis
electroforético del pico de actividad CMCasa correspondiente a FO III revela la presencia de
varios contaminantes de distinta masa molecular (Hg. 13), por lo que el siguiente paso de
purificación es una cromatografía de penetrabilidad sobre Ultrogel AcA-44 (Fig. 12B). La
preparación resultante muestra una única banda de proteína en electroforesis en presencia de
SDS (Fig. 13); sin embargo, cuando se analiza por isoelectroenfoque se revela la existencia de
dos isocomponentes (Fig. 14A), ambos activos sobre el sustrato cromoférico específico
MeUmb(Olc)3 (Fig. 14B). El componente más básico (pI = 5.1) se identificó con FO III y el
más ácido (pI = 4.6) con la isoenzima “A 1:2”, previamente descritas (Saloheimo y col., 1988),
mediante comparación de sus características estructurales (M, pí, composición de aminoácidos,
mapas peptídicos tras rotura con CNBr) con muestras procedentes del laboratorio del Dr.
Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia). Posteriormente la secuenciación de fragmentos
corroboré la identidad de FO III, purificada a partir del caldo de cultivo de 71 reesel crecido con
paja de trigo, como producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988). EG III se separa de su
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isoenzima A 1:2 en cromatografía de intercambio aniónico sobre DEAE-Sepharose CL-6B a
pH 6.5 (Fig. 12C).
La muestra de FO III resultante (factor de purificación — 13, rendimiento deI 7 %
respecto a la actividad CMCasa total del caldo de cultivo) parece homogénea en los análisis
electroforétícos (Fig. 13) y por isoelectroenfoque (Fig. 14A); la curva de titulación (Fig. 16 y
Fig. 23, pág. 51) y los experimentos de velocidad de sedimentación (ultracentrifugación), en
los que se detecta un único pico simétrico (no mostrado) demuestran igualmente el alto grado
de purificación alcanzado.
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Figura 12. Purificación de FO 111. (A), perfil de elución de la cromatografía de intercambio aniónico
en DEAE-Sepharose CL-6H a pH 7.0 (tampón fosfalo sódico 5 mM). (II), perfil dc elución de la
cromatografía de penetrabilidad en Ultrogel AcÁ. 44. (C), perfil de elución de la cromatografía de
intercambio aniónico en DEAH-Sepharose CL-6B a pH 6.5 (tampón imidazol-HCI 8 mM). Los
detalles experimentales se describen en Materiales y Métodos (pág. 23 y sgtes.). Símbolos: (—),
A2~; (s-..-..), actividad 13-glucosidasa; (á.-.e3, xilanasa; (e---.), CMCasa; (v..--v), mananasa;
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12. Propiedades moleculares de EG III
Durante el proceso de purificación e identificación de FO Hl se han determinado sus
principales parámetros moleculares:
a) Masa molecular: por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS se
ha obtenido un valor de 48 kDa, mientras que por cromatografía de penetrabilidad en Ultrogel
AcA 44 el valor calculado es 50 kDa. En ambos casos la determinación se ha efectuado con
proteínas patrón de M conocida (Fig. 15).
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Figura 15. Determinación de la masa molecular de HO III. (A), por electroforesis en presencia de
SDS. (B), por cromatografía de penetrabilidad en Ultrogel AcA 44. La flecha indica, respectivamente,
el valor de ES y el de Kav de la enzima.
b) Punto isoeléctrico: se ha determinado por isoelectroenfoque analítico (Fig. 14A)
utilizando patrones de pI conocido. El valor obtenido, 5.1, difiere del descrito por Saloheimo
y col. (1988), 5.6; esta discrepancia no obedece a diferencias reales entre la proteína estudiada
en nuestro laboratorio y el producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988), sino a una corrección
del valor de pl de EG 111, cuyas causas se detallan más adelante (pág. 77, Discusión).
c) Titulación: FO III exhibe una baja carga neta a valores de pH por encima de su pI
(Fig. 16).
d) Parámetros hidrodinámicos: por ultracentrifugación analítica se han determinado los
valores del coeficiente de sedimentación, ~020w = 3.66 5, y de la razón friccional, f/f0 = 1.48.
Este último corresponde a una molécula muy asimétrica; por analogía con otras celulasas de
71. reesel (Claeyssens y Tomme, 1990) se puede asimilar a un elipsoide prolato, que tendría una
relación axial de aproximadamente 8.
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descritas, un aumento de absorbancia de 0.08 unidades (0.16 sise considera que siendo par el
número de Cys de la proteína, se encontrarían reducidas de dos en dos).
Se puede concluir que las 12 Cys presentes en FO III se encuentran formando 6 puentes
disulfuro. La existencia de cistinas en FO III es evidente por el cambio de migración observado
en electroforesis en SDS cuando la muestra no se trata con DTE (Fig. 13, pág. 41).
La similitud entre las características moleculares determinadas y las recogidas en la escasa
literatura sobre FO III (Saloheimo y col., 1988; StAhlberg y col., 1988) queda patente en la
Tabla VIII.
1.3. Efecto de pH, temperatura y fuerza jónica en la estabilidad y actividad de EG III
FO III es estable en el intervalo de pH 3.0-8.0 a 300C, pero sólo entre pH 4.0 y 6.3 a
550C (Fig. 17A). A pH 5.0 la enzima se inactiva a temperaturas por encima de 600C, aunque
retiene un 90 % de actividad cuando se incuba a 650C durante 30 mm (Fig. 17B). A 500C y pH
5.0 FO III es estable durante 10 mm en presencia de concentraciones de NaCí hasta 0.25 M).
El pH óptimo para la actividad está en el amplio margen de 4.0 a 5.0 para casi todos los
sustratos ensayados (Hg. 17D). Sólo la actividad CMCasa presenta un máximo a un valor
concreto en ese intervalo, a pH 4.8. Cuando se emplea MeUmb(Glc)
3 como sustrato la actividad
es máxima a 70
0C (Fig. 17E,) y, por otra parte, decae progresivamente al aumentar la fuerza
iónica del tampón (Hg. 1W).
2. ESPECIFICIDAD Y MODO DE ACCION DE EG III
El conocimiento de la especificidad y modo de acción de cada enzima del sistema celulasa
de 71. reesei es imprescindible para avanzar en la comprensión del mecanismo de la hidrólisis
enzimática de celulosa, así como para diseñar mezclas adecuadas para el tratamiento de cada
tipo particular de material lignocelulósico (Teeri y col., 1990).
2.1. Actividad sobre sustratos cromofóricos
La capacidad de FO III para hidrolizar MeUmb(Olc)
3 liberando el fluróforo MeUmb es
única entre las celulasas de 71. reesel (Fíg. 3, pág. 8) (van Tilbeurgh y col., 1988). Este sustrato
proporciona un método de detección de FO III muy sensible. Alternativamente, cuando las
condiciones de ensayo lo permiten, se puede valorar por colorimetría y en continuo la liberación
del cromóforo CNP (pKa = 5.5) a partir del sustrato CNP(Glc)3 (Claeyssens, 1988).
El análisis por HPLC de los productos de hidrólisis ha revelado la existencia de otro
punto de ataque enzimático en cada uno de los sustratos mencionados (Fig. 18). El estudio
cinético de estas reacciones se ha basado en el Esquema 1 (Apéndice, pág. 74). En resumen, la
formulación desarrollada permite calcular los parámetros cinéticos (aparentes y teóricos) de
cada vía de hidrólisis siempre que se determine la aparición de los dos posibles productos
cromofóricos (CNP y CNPOIc, o MeUmb y MeUmbOle), mientras que la medida de un solo
producto (normalmente MeUmb o CNP) limita los cálculos a los parámetros aparentes de esa
vía y a su constante de especificidad teórica (los términos “aparente” y “teórico” se definen en
el Apéndice, pág. 74).
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Figura 17. Estabilidad y actividad de Ecl 111 frente a pH, temperatura y fuerza iónica. (A),
estabilidad frente al pH a 300C, 5 mm (Q- o) ya 550C, 5 mm (e-—.). (8), estabilidad frente a la
temperatura a pH 5.0, 30 mm. (C), estabilidad frente a la fuerza iónica a pH 5.0, 50~C. (D), variación
con el pH dc la actividad sobre CMC (o—-o), celotriosa (A—A), MeUmb(Glc)
3 (.—.),
CNP(Glc)3 (v—.v). (E), variación con la temperatura de la actividad sobre MeUmb(Glc)3. (E),
variación con la fuerza jónica de la actividad sobre McUmb(Glc)3.
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Las constantes cinéticas para la hidrólisis de CNP(Glc)3 y MeUmb(Olc)3 se incluyen en
la Figura 18. El principal producto de la reacción enzimática es CNP(Glc) para CNP(Olc)3 como
sustrato, y MeUmb para MeUmb(Olc)3. Esta diferencia en el patrón de rotura se debe a las
distintas afinidades de los restos cromofóricos y de glucosa de estos sustratos, por los subsitios
de unión de la enzima como reflejan los valores de K,11.
Algunos datos concernientes a la hidrólisis catalizada por FO III de 4’-metilumbeliferil
derivados de celotetraosa y celopentaosa se incluyen en la Figura 18. La inhibición por producto
(los celooligosacáridos liberados son buenos sustratos de la enzima) impide ahondar en el
estudio cinético de estos sustratos.
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Figura 18. Hidrólisis de sustratos cromofóricos catalizada por EG 111. Los parámetros cinéticos (pH
50, 25
0C) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos (pág. 28). Símbolos: ( O ),
CNP; ( ), MeUmb; ( ~ ), residuo de glucosa. Las flechas indican los enlaces hidrolizados (las
de trazo discontinuo señalan puntos secundarios de hidrólisis).
() Los valores dc k~
1 y Km de esta reacción son aproximados ya que en este caso no se cumple la
premisa de que la glicosílación de la enzima sea el paso limitante de la reacc,on.
2.1.1. Estudios de partición con metanol
FO III es capaz de transferir restos glicosidicos no sólo a agua, sino también a nucleófiios
alternativos tales como alcoholes de bajo peso molecular, como muchas otras glicosidasas que
actúan con retención de la configuración anomérica (Sinnot, 1990). El etanol, y sobre todo el
metanol, son nucleófilos más efectivos que el agua, y en consecuencia aceleran reacciones en
las cuales la desglicosilación es el paso limitante (Fersht, 1985).
En la Figura 19A se puede observar el incremento en la liberación de CNP a partir de
CNP(Olc)3 provocado por la adición de alcoholes; sin embargo, la hidrólisis de MeUmb(Olc)3
no varía por la presencia de metanol hasta 2.5 M y disminuye progresivamente al aumentar la
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concentración del mismo (Fig. 19B). El espectro de absorción UV de EO III no se altera por
la presencia de metanol 2.5 M (—10 % (y/y)), pero concentraciones mayores causan la
desnaturalización o precipitación de una fracción significativa de proteína, como señala el
aumento de absorbancia a longitudes de onda por encima de 300 nm, consecuencia de la
aparición de turbidez en la muestra.
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Figura 19. Efecto de la adición de alcoholes en la actividad enzimática de Ecl III. (A), efecto de
metanol (.—.), etanol (o—c) y 1-propanol (v—v) en la liberación de CNP a partir de
CNP(Glc)3. (B), efecto de metanol en la liberación de MeUmb a partir de MeUmb(Glc).
El análisis por HPLC de la reacción de EO III con MeUmb(Olc)3 y CNP(C}lc)3, en
presencia de metanol 2.5 M, revela que la razón entre productos de metanolisis y de hidrólisis
es constante (Tabla IX); este dato permite concluir que los intermediarios celobiosil- y
celotriosil-enzima, son comunes en la rotura de ambos sustratos (Fersht, 1985). Ninguna de las
vías de ataque enzimático se altera por la presencia de metanol en el caso de MeUmb(Olc)3;
en cambio, la liberación de CNP a partir de CNP(Olc)3 se acelera notablemente mientras que
la vía alternativa de rotura de este sustrato no varía (Tabla IX).
Tabla IX. Variación de los parámetros cinéticos de las reacciones de FC III con CNP(Clct y Meumb(Olct, por
la adición de metanol 2.5 M.
Sustrato Producto Me.<GIc)2/<GIc)2
CNPGIc 0.39
Me~(Glc)a/(GIc)3
—
(k~¡)M.oH/k~
0.9
(Km)M,OH/Km
1.0
<Vxck/Vx)M,o~ V,<~/Vx
cNP(oIc>a
cNP — 0.41 2.1 0.9
0.6 1.3
MeUn,bGlc 0.44 — 1.0 1.1
MeUmb(Glc)3
MeUmb — 0.43 1.0 1.1
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De estos hechos se infiere que el paso limitante de la reacción es la desglicosilación de FO
111 en la rotura del enlace heterosídico de CNP(Olc)3, y en todos los demás casos, la
glicosilación de la enzima. En la Figura 20 se esquematizan los experimentos de partición
comentados con el fin de hacer más comprensible al lector la interpretación de los mismos.
E + (GIc>2
1 Isa
(ES)1 -Ns~¿<EIGlch) ~ 1 = Glicosilación
E+S
E + (GIc)3 2 = Desglicosilacián
1 l-1~O
<ES)2 —~-----(E-<Glc)3) -~
E + Me-(Glc)3
Figura 20. Esquema de los experimentos de partición de FO III con los sustratos cromofóricos
CNP<Glc)3 y MeUmb(C;lc)3. X es CNP cuando 5 es CNP(Glc)3, y MeUmh cuando 5 es
MeUmb(Glc>3.
22. Actividad sobre celoaligosacáridos
Los patrones de hidrólisis de celodextrinas catalizada por FO III han sido determinados
por HPLC, y se ilustran en la Figura 21. Debido a la baja sensibilidad del método de detección
empleado (refractómetro), las concentraciones iniciales de sustrato han sido forzosamente
=10mM sin duda muy superiores a los valores de Km correspondientes; en consecuencia, los
valores de k~< mostrados no son más que velocidades de desaparición del sustrato a una
concentración 10 mM del mismo, y deben considerarse meramente orientativos. Sólo en el caso
de celotriosa y celobiosa la determinación de glucosa se ha realizado por un método más
sensible (glucosa oxidasa/peroxidasa), y los parámetros cinéticos se han calculado con la
precisión adecuada.
La adición de metanol (2.5 M) al medio de reacción ha hecho posible la determinación
de ciertos puntos de ataque enzimático mediante la detección de los metil-celooligosacáridos
formados. Así se han establecido patrones de rotura, de otro modo ambiguos; por ejemplo con
celopentaosa como sustrato se forman celobiosa y celotriosa, pero ¿cuál de los productos
contiene el extremo reductor del sustrato?. El equivoco se resuelve al añadir metanol y
detectarse metil-celotriosa pero no metil-celobiosa, lo cual indica que la celobiosa procede del
extremo reductor de la celopentaosa, liberándose como primer producto de la reacción. Es
precisamente celopentaosa el único sustrato de los ensayados cuya hidrólisis se acelera (unas
dos veces) en presencia de metanol. La falta de sensibilidad del método de detección, antes
comentada, ha impedido profundizar en el estudio de este hecho.
FO III no parece tener actividad transglicosilasa, habida cuenta de que no se han
detectado productos de mayor masa molecular que el sustrato considerado, incluso después de
prolongada incubación de la enzima con altas concentraciones de celooligosacáridos.
La celobiosa ha resultado ser un mal sustrato de FO III (Fig. 21); la posibilidad de que
esta actividad se debiera a contaminación por ¡3-glucosidasa en la preparación de FO III ha sido
descartada al no observarse inhibición en presencia de ¿-gluconolactona, potente y específico
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inhibidor de 13-glucosidasa. La celobiosa se ha empleado como inhibidor competitivo en
reacciones con otros sustratos de EO III, y no se han observado alteraciones en los patrones
de hidrólisis de ninguno de ellos. Con celobiosa 50 mM la inhibición de la actividad sobre
MeUmb(GlCt 100 gM o CNP(Olc)3 500 gM es de un 10 y un 50 %, respectivamente. Por otra
parte, concentraciones de glucosa de hasta 200 mM no inhiben la actividad de FO III.
-1 1(miW
1> (mM) (mirí mM
LZIyI~ 2 20 0.1
15 1 15 0.4
[Z1I}—{ZIIITjZI}T~ 800 n.d. n.d. 1.8
z4m—L3ÚmH~ 200 n.d. od.
LI] 11113 11] Me 500 n.d. n.d. 0.9
Figura 21. Hidrólisis de celoeligosacáridos catalizada por HG III. Los parámetros cinéticos (pH 5.0,
370G) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos (pág. 28). Símbolos: ( W
restos de glucosa; ( ~ ), resto de glucosa con el carbono anomérico libre; (Me), grupometilo. Las
flechas indican los enlaces hidrolizados (las de trazo discontinuo señalan puntos secundarios de
hidrólisis).
() velocidad de desaparición de sustrato para una concentración inicial 10 mM.
2.3. Actividad sobre sustratos celulósicos
Como corresponde a una endoglucanasa típica, EG III hidroliza eficazmente derivados
solubles de celulosa como CMC (Km = 5 mg/mí, k~
8 = 36 &‘, a pH 5.0 y 30
0C) provocando una
drástica disminución de la viscosidad de la mezcla de ensayo, concomitante con la liberación de
extremos reductores. No obstante, CMC no es un sustrato adecuado para estudios cinéticos ya
que la curva de actividad frente a concentración de enzima no es lineal (Fig. 22A). Este hecho
se debe a la complejidad del sustrato, mezcla heterogénea de polimeros con distintos grados de
carboximetilación y tamaño, en el que hay enlaces con distinto grado de accesibilidad para la
enzima.
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Figura 22. Variación de la actividad con la concentración de enzima. (A), CMC como sustrato (pH
5.0, 300C). (IS), MeUmb(Glc)3 como sustrato (pH 5.0, 30
0C).
La capacidad de adsorción de EO III a celulosa microcristalina (Avicel) fue descrita por
StAhlberg y col. (1988), que además demostraron que esta propiedad dependía de un dominio
de unión a celulosa diferenciado del núcleo catalítico de la enzima. A pesar de su capacidad de
adsorción a Avicel, EG III hidroliza sólo una pequeña fracción de este sustrato,que corresponde
probablemente a regiones amorfas del mismo (Henrissat y col., 1985).
La hidrólisis de Avicel catalizada por FO III ha sido analizada por HPLC. Sólo glucosa
y celobiosa se han detectado como productos de la reacción. Después de 1 h de incubación a
pH 5.0 y 370C (EG III 8 gM, Avicel 10 mg/mí) se determinaron unas concentraciones 0.1 mM
de glucosa y 0.2 mM de celobiosa; a las 22 h de incubación las concentraciones fueron 0.5 mM
y 0.3 mM respectivamente. Estos azúcares pueden proceder directamente de la acción
enzimática sobre el sustrato o de la degradación de celooligosacáridos de mayor tamaño
previamente formados.
2.4. Actividad sobre mananos
La comparación por análisis de grupos hidrofóbicos (HCA) de secuencias de celulasas
de la familia A (Henrissat y col, 1989) y mananasas de distinto origen, reveló un grado
sorprendente de similitud entre ambos grupos de enzimas (comunicación personal del Dr. B.
Henrissat, CNRS-Orenoble, Francia); en la familia A también se incluye una mananasa de
Caldocellum saccharolyticum (ver Figura 48, pág. 83). Por este motivo se sospechó que FO III
pudiera exhibir actividad mananasa. Si bien se trata de una capacidad catalítica secundaria (con
una constante de especificidad mucho menor que las correspondientes a sustratos celulósicos),
se ha podido demostrar inequívocamente que FO III hidroliza este tipo de hemicelulosa. En
el caldo de cultivo de T reesei existe, además, una mananasa específica (Fig. 12A, pág. 40).
En la Figura 23 se muestra la curva de titulación de EG III, junto con la réplica de
actividad mananasa; la única proteína observada, FO III, es activa sobre manano. Ante la
posibilidad de que la celulasa estuviera acomplejada con una mananasa contaminante, o bien
0 50 100 150 200 250
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Producto Sustrato
Galactomanano Manano
Manosa 0.7 mM 0.6 mM Tabla XII. Productos de la hidrólisís de
Manobiosa 0.8 mM 1.0 mM mananos (20 g/l) catalizada por FO III
Manotriosa 1.3 mM 0.6 mM (8 gM), analizados por HPLC, después
Manotetreosa 0.4 mM — de 3 h de incubación a 370C y pH 5.0.
Manopentaosa 0.2 mM 0.2 mM
La notable discrepancia entre los valores de Km y K~ (inhibición del sustrato CNP(Olc)
3)
que se observan en la Tabla XI, tanto para LBG como para CMC, se puede explicar por las
diferentes condiciones de pH y temperatura en las que se han determinado ambos parámetros;
además debe tenerse en cuenta que el significado a nivel molecular de FC,,, para un sustrato
soluble clásico como CNP(Olc)3 es necesariamente distinto del que corresponde a sustratos
poliméricos y heterogéneos como son CMC y LBO.
3. IDENTIFICACION DE RESIDUOS ESENCIALES DE EG III
La identificación de los residuos fundamentales para la unión del sustrato y/o la actividad
catalítica de una enzima es imprescindible para dilucidar el mecanismo químico de su acción,
y abre el camino a su hipotética mejora por la incipiente y prometedora vía de la ingeniería de
proteínas.
31. Efecto del pH y la temperatura en la cinética de una reacción catalizada por EG III
Se ha estudiado la dependencia con el pH de la constante de especificidad de la reacción
de hidrólisis de Meumb(Olc)3 catalizada por FO III. De las dos vías posibles de ataque
enzimático (Fig. 18, pág. 46) se ha seguido la que conduce a la liberación de MeUmb, producto
que permite una valoración sencilla y precisa mediante fluorimetría. El estudio se ha limitado
al intervalo de pH de 4.0 a 6.3, en el que la enzima es estable incluso a altas temperaturas (Fig.
17A, pág. 45). Previamente se analizó por HPLC la posibilidad de que el patrón de hidrólisis
del sustrato dependiera del PH; no se observaron cambios en la relación vMeumb(dlc)/vMetJmb
dentro del intervalo de pH 3.5-6.5.
A todas las temperaturas estudiadas (entre 30 y 55
0C), la curva de pH del logaritmo de
la constante de especificidad muestra una forma similar, con una caída en la región más básica
del intervalo de pH considerado, cuya pendiente es -1 (Fig. 24A). Esto indica que la reacción
enzimática depende del estado de ionización de un residuo de la proteína, que debe estar
protonado para que tenga lugar la catálisis. El valor estimado para el P1~a de dicho residuo es
5.46 ± 0.03 a 550C. La variación de este valor con la temperatura ha permitido determinar la
entalpía de ionización correspondiente que ha resultado ser -15 9 + 2.6 .1/mol (Fig. 24B),
apuntando a un grupo carboxio como responsable de este pK~ (Cleland, 1977).
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FIgura 24. Efecto del pH y la temperatura en la constante de especificidad de la hidrólisis de
MeUmb(Glc)
3 catalizada por EO III. (A), variación con el pH del log (k,~~/K,,,) a 55~C. (fl),
dependencia de la temperatura del valor de PK8 calculado a partir de los perfiles de pH de log
3.2. Modificación de histidinas con dietilpirocarbonato (DEPC)
Los estudios de homología entre celulasas de la familia A (Henrissat y col., 1989) señalan
la existencia de dos residuos de histidina conservados, que en la secuencia de FO III
corresponden a His173 e His28S. La posible implicación de residuos de histidina en la actividad
de la enzima ha sido estudiada con DEPC, reactivo específico del anillo imidazol (Miles, 1977).
No se ha observado inactivación de FO III después de incubación con exceso de DEPC, en
distintos tampones (MES 50 mM, pH 6.5; fosfato sódico 100 mM, pH 6.0). Un resultado similar
se obtuvo para EO 1 de £ commune (Clarke y Yaguchi, 1985), celulasa más estrechamente
“emparentada” con EO III de entre las de secuencia conocida (Béguin, 1990). No obstante, la
ausencia de inactivación por DEPC no excluye la posibilidad de que una o las dos His
conservadas en la familia A sea(n) esencial(es) en FO III; por causas indeterminadas podría(n)
ser inaccesible(s) al reactivo.
3.3. Modificación de tirosinas con tetranitronietano (TNM)
La existencia de residuos aromáticos, especialmente Trp y Tyr, que participan en la unión
de azúcares es frecuente en proteínas capaces de interaccionar con carbohidratos (Quiocho,
1986). El estudio de la modificación con TNM de CBH 1 de T. reesel apunta a la participación
en la catálisis de un residuo de Tyr (Tomme, 1991).
La incubación de FO III con exceso de TNM (pH 8.3, temperatura ambiente) provoca una
lenta inactivación de la enzima (Fig. 25). La presencia de un ligando (celobiosa) en
concentraciones saturantes no previene la pérdida de actividad, aunque se desconoce si la
enzima es capaz de unir celobiosa a valores tan básicos de pH. En consecuencia, la modificación
con TNM no permite adelantar ninguna conclusión sobre el papel de los residuos de tirosina
en FO III.
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Figura 25. Inactivación de Ecl III por TNM (Tris-HO 50 mM, pH 8.3 a temperatura ambiente
([TNbI]/[EG 1111 = 1000). La incubación se realizó en ausencia de ligandos (e—--.), o en presencia
de celobiosa 100 mM (o—>).
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Figura 26. Reacción de oxidación de
Trp por NBS (Lundblad y Noyes, 1984).
Figura 21. Espectros de absorción
de indol y oxindol (Spande y
Witkop, 1967).
3.4. Modificación de triptófanos con N-bro,nosuccininiida (NES)
La oxidación de triptófano por NBS (Fig. 26) es una reacción muy rápida que se puede
cuantificar fácilmente por espectroscopia, merced a la diferencia entre los espectros de
absorción del indol y el oxindol (Fig. 27) (Spande y Witkop, 1967). Este reactivo ha sido
profusamente empleado en la modificación de proteínas, con el fin de estudiar la función
biológica de residuos de triptófano (Lundblad y Noyes, 1984).
o 30 60 90
3—wetUoxindol
3—metilindol
250 280 310
RESULTADOS 55
A continuación se detalla el estudio de modificación de FO III por NBS, que ha permitido
identificar dos Trp esenciales con distinta localización, uno en el dominio de unión a celulosa
y el otro en el centro activo de la enzima.
3.4.1. Extensión y especificidad de la modificación
La adición sucesiva de pequeñas alícuotas de NES conduce a la progresiva oxidación de
residuos de Trp, como se muestra en la Figura 28: la absorbancia disminuye a 280 nm, y a la
vez aumenta a 250 nm, indicando la formación de oxindolalanina (Spande y Witkop, 1967).
La oxidación de Trp es lineal con respecto a la cantidad de reactivo añadido (Fig. 29A);
después de modificar 3 residuos de Trp, tras la adición de 4.5 moles NBS/mol EO III, la adición
de más NBS hace que se enturbie la solución de proteína. Un fenómeno similar se ha observado
con frecuencia en otras proteínas como por ejemplo: a-quimotripsina (Spande y col., 1966),
aglutinina de germen de trigo (Privat y col., 1976) o lisozima (Oreen y Witkop, 1964).
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Figura 28. Espectros de diferencia de EG III inducidos por la oxidación con NBS. Los espectros se
Lomaron 1 mm después de cada adición del reactivo (20 u1, 0.15 mM en agua) a la solución de HG
III (1 mí, concentración inicial 9.1 gM; en acetato sódico 50 mM, pU 5.0) de la cubeta de muestra.
A la solución de enzima contenida en la cubeta de referencia se le añadía agua en lugar de NBS.
Antes de cada adición de NBS (agua) se recogían alícuotas de 20 u1 para ensayos de actividad. La
temperatura se mantuvo a l50C.
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La reacción de NBS con proteínas en las condiciones empleadas se limita normalmente
a la oxidación de residuos de Trp, pero cabe la posibilidad de que este modificador oxide las
cadenas laterales de otros residuos: Tyr, Cys, Met o His, o bien, que rompa enlaces peptídicos
en los que intervengan Trp, Tyr o His (Spande y Witkop, 1967; Lundblad y Noyes, 1984).
En el presente estudio la especificidad del ataque del NBS por los residuos de Trp está
fuera de toda duda porque el exceso de reactivo requerido es muy bajo, 1.5 moles NBS por mol
de Trp oxidado, igual que el encontrado para la oxidación del ester metílico de N-acetil-L-
triptófano, que se emplea como compuesto modelo, y uno de los más bajos entre los descritos
en la bibliografía para distintas proteínas (Lundblad y Noyes, 1984). Datos adicionales a favor
de la especificidad de la reacción son: el mantenimiento a lo largo de la modificación, del punto
isosbéstico a 264 nm (Fig. 28) que indica que no hay oxidación de TS¡r (Ohnishi y col., 1980),
y la ausencia de Cys libres en EO III (pág. 43).
La integridad de la estructura primaria de la enzima después de la modificación se
comprobó por electroforesis en SDS; muestras de FO III con 1 (W~0~), 2 (W~,~) ó 3 Trp
oxidados (W~~) migraron como una sola banda a igual distancia que la proteína nativa.
3.42. Protección con ligandos
Cuando la reacción de FO III con NBS se lleva a cabo en presencia de celooligosacáridos
en concentraciones saturantes, la modificación de Trp requiere mayores cantidades de reactivo.
Por ejemplo, la adición al medio de reacción de metil-B-celotetraósido 10 mM aumenta la tasa
de consumo de NBS de 1.5 moles/mol de Trp oxidado (control) a 2.9 moles/mol (Fig. 29). El
mismo efecto se observa con celotriosa 10 mM o celobiosa 100 mM, mientras que la presencia
de glucosa 100 mM no altera el curso de la modificación, como era de esperar porque no es un
ligando de la enzima.
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Ensayos preliminares con el ester metílico de N-acetil-L-triptófano mostraron que los
azúcares empleados en los estudios de protección no interferían en la reacción del anillo
indólico con NBS.
La prevención parcial de la modificación por celooligosacáridos sugiere que los Trp
oxidados por NES están localizados en, o cerca, del sitio de unión de cualquiera de los dominios
de EO III (catalítico y de unión a celulosa).
3.43. Efecto de la modificación en la actividad catalítica y en la capacidad de adsorción
a celulosa
La modificación de FO III con NIBS provoca primero una disminución de la capacidad
de adsorción a celulosa (coincidente con la oxidación de un primer residuo de Trp) (Fig. 30A),
y seguidamente afecta a la actividad catalítica con un efecto dispar sobre la hidrólisis de dos
sustratos (Fig. 30B).
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Figura 30. Efecto dc la oxidación de Trp en la actividad y adsorción a celulosa de EG III. En
muestras con distinto grado de modificación se han determinado las siguientes propiedades: (A),
adsorción a Avicel de EG III; (II), actividad de EG ¡II sobre CNP(Glc)3 (A—~&) y MeUmb(Glc)3
(e—s); (C), actividad del núcleo catalítico de ECl III sobre CNP(Glc)3 (á—¿) y Meumb(Glc)3
(~).
Teniendo en cuenta que la capacidad de adsorción a celulosa depende del dominio de
unión a celulosa (DUC) de EO III (StAhlberg y col., 1988),el primer residuo de Trp oxidado
parece estar situado en dicho dominio a juzgar por la disminución de la cantidad de enzima
adsorbida a Avicel concomitante con la modificación de este residuo (Fig. 30A). Para corroborar
esta hipótesis se ha modificado el núcleo de EG III (carente de DUC); después de oxidar 2 Trp
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la solución proteica se tornaba turbia (fenómeno observado en FO III tras oxidación de 3 Trp),
y los cambios en la actividad hidrolítica observadas en EO III cuando se oxida un segundo
residuo de Trp eran evidentes en el núcleo con la oxidación de un primer Trp (Fig. 30C). Se
confirma, en consecuencia, la localización en el DUC del primer residuo oxidado por NBS en
la enzima no truncada. La capacidad de adsorción a Avicel se reduce pero no se elimina a
resultas de la conversión de este Trp a oxindolalanina (Fig. 31). La oxidación ulterior de más
residuos de Trp no afecta a la adsorción (Fig. 30A).
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F¡gura 31. Efecto de la oxidación de! primer Trp en la capacidad de adsorción a celulosa. HG III
intacta (e—), W10~ HG III (y—v), y el núcleo de HG 111 (.—u), en una concentración 0.6 ¡¿M,
se incubaron a 40<2 con diferentesconcentraciones de Avicel. Una vez alcanzado el equilibrio (30mm)
se determinó la fracción de enzima no adsorbida.
La oxidación de un segundo residuo de Trp afecta sensiblemente a la actividad catalítica
de FO III (Fig. 30B). El patrón de hidrólisis de CNP(Glc)3 y MeUmb(Olc)3 cambia
drástícamente en la proteína modificada, siendo opuesto el efecto en cada uno de los sustratos
(Tabla XIII). La actividad sobre celotriosa, celotetraosa y celopentaosa se reduce un 65 %
aproximadamente (a una concentración 10 mM de sustrato), sin variación de los patrones de
rotura, como consecuencia de la oxidación de este segundo Trp. Los parámetros cinéticos para
la hidrólisis de CMC por FO III intacta y W20~ se muestran asimismo en la Tabla XIII; la
modificación afecta a la I<~,, pero no a la k~. Todos los cambios observados apuntan a que el
residuo de Trp considerado participa en la unión del sustrato.
Las muestras modificadas en presencia de ligandos mostraron los mismos cambios en
adsorción y actividad con respecto al grado de oxidación de Trp, que han sido comentados para
la proteína modificada en ausencia de ligandos.
El tercer residuo de Trp accesible al NBS antes de la desnaturalización de la proteína es
también protegido de la modificación por celooligosacáridos (Fig. 29, pág. 56); sin embargo,
su oxidación no produce ningún efecto observable en las propiedades enzimáticas de FO III.
Desconocemos si este residuo tiene alguna implicación funcional, difícil de estudiar después del
gran cambio provocado por la oxidación del “segundo” residuo de Trp, o si está localizado cerca,
o en el centro activo, sin participar en la unión del sustrato; también podría no tener relación
alguna con el centro activo, e interaccionar inespecificamente con los ligandos empleados.
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Tabla XIII. Efecto de la oxidación del segundo Trp en las propiedades catalíticas de
FO III. Los parámetros cinéticos Km y k~1 corresponden a la hidrólisis de CMC (30
0C,
pH 5.0) y las relaciones de velocidad a la rotura de CNP(Olc)
3 y MeUmb(Olc)3 (25
0C,
pH 5.0).
Enzima
Nativa
Km 1(mg-mr)
0.48 ±0.02
(5 )
36.3 ±0.7
((mI~mg -& V~p~/V~p
4p ~
75.6 1.3 0.5
0.78 ±0.06 35.1 ±1.6 45.0 0.3 0.8
3.4.4. Efecto de la modificación en la termoestabilidad y estructura secundaria
La estabilidad térmica de FO III W20~ es ligeramente menor que la de la proteína nativa
o W10~ (Fig. 32). En cualquier caso, después de incubación a 60
0C durante 30 mm, la muestra
W~ retiene un 95 % de actividad.
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Figura 32. Termoestabilidad de ECl 111 intacta y modificada con NBS. Muestras (3.4 uM) de FO
III intacta (e—e), W
1,, (w—v), y W20~ (s—u) se incubaron a distintas temperaturas a pH 5.0
(acetato sádico 50 mM) durante 30 mm. La actividad residual se determinó a 25
0C con CNP(Glc)
3
como sustrato.
Los espectros de dicroísmo circular en el ultravioleta lejano de FO III nativa y con
distintos grados de oxidación (W10~ y W20~) se muestran en la Figura 33. La semejanza entre los
tres espectros indica que la modificación no afecta a la estructura secundaria de la proteína. La
posibilidad de que EO III sufra un cambio conformacional a consecuencia de la oxidación de
dos de sus residuos de Trp parece descartable a la vista de los resultados comentados en este
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apartado. Por otra parte, el espectro de dicroísmo circular de EO III indica un alto contenido
de hélice a y, sobre todo, estructura ¡3, como ocurre en otras celulasas: FO 1 de T reesel
(Domínguez, 1991), CBH II de T. reesel (Rouvinen y col., 1990), y FO D de Clostridium
thermocellum (Juy y col., 1992).
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Figura 33. Espectros de dicroísmo circular de HG III intacta (—), W10~ (————), y W20~ (
Las muestras estaban en acetato sódico 50 mM, pH 5.0.
3.4.5. Identificación de un residuo de Trp esencial en el dominio de unión a celulosa
Muestras de FO III intacta, W10~, y W20~, así como del núcleo de EO III intacto y W10~
fueron digeridas con tripsina, y los hidrolizados resultantes se analizaron por HPLC en fase
reversa empleando como detector un Photodiode Array (Waters), que permite determinar de
modo continuo espectros del eluido de la columna. En la Figura 34 se han superpuesto los
cromatogramas a 214 nm correspondientes a EO III no oxidada y W20~. Se señalan las zonas del
mapa peptídico en las cuales se aprecian diferencias entre la enzima no modificada y oxidada
con NBS.
-. 4.
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Figura 34. Comparación de los mapas trípticos de ECl III no modificada y W20,. Se muestra el perfil
de absorbancia a 214 nm correspondiente al control, sobre el que se señalan en trazo discontinuo las
diferencias observadas en el perfil correspondiente a ECl III W20~. En la región 1” se observan
cambioscorrespondientes ala oxidación del primerTrp (también observados en W~0~), mientras que
la oxidación del segundo Trp se hace notar en la región ‘2’.
La oxidación del primer residuo de Trp, esencial para la adsorción a celulosa, conduce a
la disminución de dos picos (“a” y “b”) en la región “1” (Fig. 35A y B). La comparación de los
perfiles de elución de FO III no modificada y W10~, y del núcleo de EG III no modificado (Fig.
35C) permite deducir que un péptido procedente del DUC, presente en los picos a0 y b0 del
digerido de FO III nativa, no aparece en a1 y b1 del digerido de FO III W10~ ni en a’0 y b’0 del
núcleo no modificado; en el primer caso a consecuencia del tratamiento con N?BS, y en el
segundo porque el núcleo carece de DUC. En la misma posición coeluye al menos un
contaminante en cada pico, como demuestra el análisis espectral ilustrado en la Figura 35 (D
yE).
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Figura 35. Comparación de los mapas peptídicos en la región “1” de: (A), ECl III no modificada;
(fl), ECl III W10~; (<2),núcleo catalítico no modificado. Análisis espectral de los picos: (D), “a”, y <E),
b”, procedentes del digerido de ECl III no modificada (línea continua) y de ECl III W10~ (línea
dtsconttnua).
El análisis del pico b0 por PDMS (Fig. 36) señala la presencia de varios péptidos, siendo
el mayoritario uno de masa 835.0 Da y el segundo más abundante, otro de masa 1155.5 Da.
Estos resultados, combinados con los de secuenciación de b0 y b1 (Tabla XIV) han permitido
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identificar el componente principal de b0 como el péptido Olyó-Trpl3 (M teórica: 834.7 Da)
procedente del DUC, y uno de los contaminantes como un producto de la autolisis de la tripsina
(5er126-Lysl36, M teórica 1153.3 Da). Los datos obtenidos en el análisis de “a” son confusos
porque se trata de una mezcla compleja de péptidos; es posible, además, que el péptido del
DUC presente en a0 pueda estar bloqueado por piroglutámico, correspondiente al extremo
N-terminal de FO III (Saloheimo y col., 1988).
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Figura 36. Espectro de PDMS del pico b0, procedente de la digestión tríprica del control (ECl III no
modificada). Los números indican la masa en Da correspondiente a las señales detectadas.
Tabla XIV. Datos obtenidos del análisis del pico “b”. La secuencia de FO III (Saloheimo y col.,
1988) se muestra en la Figura 49 (pág. 84); la de la tripsina bovina fue determinada por Walsh
y Neurath (1964). (xxx indica que no se ha detectado en esa posición el aminoácido esperado,
de acuerdo con la secuencia deducida).
Pico M por PDMS, Da
835.0 <1155.5, 706.4)
Secuencia N-terminal
GIy-GIn-xxx-Gly-GIy-IIe-
Péptido identificado (M teórica, Da)
Gly6-Trpl3 de EG III (834.7>
Ser-xxx-Gly-Thr-Ser-Tyr- Serl26-Lysl36 de tripsina (1153.3>
b1 1154.9 (706.2) Ser-xxx-GIy-Thr.Ser- Serl26-Lysl3S de tripaina (1153.3)
Gly-Asn-Leu-Thr-Leu- No identificado
La secuencia del péptido del DUC identificado, 01y6-Trp 13, indica que la rotura
proteolítica es de tipo quimotríptico (entre un aminoácido aromático y otro cualquiera) y no
tríptico (entre Lys o Arg y cualquier aminoácido). La preparación de tripsina utilizada (Ref. n~
37260 de Serva, Alemania), contiene —0.5 % de quimotripsina (catálogo del proveedor), y la
elevada proporción tripsina:EO III empleada en la digestión (1:10) ha supuesto la adición de
cantidades de quimotripsina suficientes como para obtener fragmentos quimotrípticos tras un
1503 2000
M/Z
RESULTADOS 64
largo tiempo de incubación (10 h) a 37”C. Condiciones más suaves (1:25, 1:104 h) no dieron
resultados satisfactorios, y la quimotripsina pura, también ensayada para la digestión de FO III
(1:25, 1:100), produjo gran cantidad de pequeños péptidos (observada por electroforesis en
SDS), de complicado análisis.
La ausencia del péptido Olyó-Trpl3 en los digeridos de EO III tratada con NBS puede
ser debida a la oxidación del Trp5 o bien del Trpl3. La quimotripsina parece incapaz de romper
un enlace peptidico en el que la oxindolalanina aporte el grupo carboxilo. Esta suposición se
basa en el hecho de que en el el mapa “tríptico” de FO III Wiox no se observan nuevos picos
(respecto al mapa del control) que contengan oxindol. Si la proteasa no rompiera tras el Trp,,5,
el péptido generado, 01n1-Trpl3, incluiría la Thr3, residuo muy probablemente glicosilado
(Saloheimo y col., 1988); análogamente si N?BS oxidara el Trp 13, y no hubiese rotura tras este
residuo, se formaría un péptido (01y6-Pro3O) en el que dos residuos, 5er26 y Thr27, parecen
estar glicosilados (Saloheimo y col., 1988). Tanto en un caso como en otro los péptidos
glicosijados producidos eluirian en el volumen de exclusión con restos de proteasa y FO III no
hidrolizados, haciendo imposible su identificación. En cambio, si la proteasa reconociera como
diana un enlace peptídico en el que el grupo carboxilo fuera aportado por oxindolalanina, el
péptido 01y6-Trpl3 aparecería en el mapa tríptico de FO III W1,», con igual tiempo de
retención que en el mapa del control si el Trp5 fuera el modificado por NES, o ligeramente
antes silo fuera el Trp 13.
Los DUC de las distintas celulasas de 7? reesei presentan un alto grado de simiiítud~
poseen cuatro residuos aromáticos (cuya importancia en la interacción proteína-polisacárido ya
ha sido comentada en la pág. 53) conservados en todos ellos (ver Fig. 47, pág. 82). En
consecuencia, es de esperar que la función de dichos residuos y su localización espacial en el
DUC sea semejante. La estructura tridimensional del DUC de CBH 1 ha sido determinada por
resonancia magnética nuclear bidimensional (Kraulis y col., 1989); la ‘T»466, equivalente alTrp5
en FO III, se sitúa en un plano hidrofflico expuesta al solvente, mientras que la Tyr474
homóloga al Trpl3 de FO III forma parte del corazón hidrofóbico del DUC. Por lo tanto, el
Trp5 debe ser el susceptible de oxidación por NES.
3.4.6. Identificación de un residuo de Trp esencial en el dominio catalítico
La comparación de los mapas peptídicos de EO III no modificada y EO III W20~ revela
profundos cambios en la región “2” (Fig. 37). Hay picos que disminuyen (“c”, “d”) y picos que
aparecen como consecuencia de la oxidación del segundo Trp: “e”, “f’, “g” y “h”; estos últimos
poseen un máximo de absorbancia a 250 nm, característico del oxindol (Fig. 27, pág. 54) y no
absorben a 280 nm (máximo de absorbancia del anulo de indol). El espectro del péptido f2, el
más abundante de entre los que aparecen de novo, refleja su contenido en oxindol (Fig. 38).
Los mismos cambios se encuentran al comparar los mapas peptídicos del núcleo de FO III
no modificado y W10,~.
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Figura 38. Espectro de absorción del péptido f2 procedente de la hidrólisis tríptica de ECl III W20~.
En la tabla XV se recogen los datos obtenidos en el análisis de algunos de los péptidos
señalados. Todos los resultados apuntan inequívocamente al residuo Trp255 como el segundo
en ser oxidado por NBS. La importancia funcional de este grupo situado en el Centro activo de
EO III es coherente con su alto grado de conservación en las distintas celulasas de la familia
A (Fig. 48, pág. 83).
Tabla XV. Datos más relevantes de los péptidos relacionados con la oxidación del segundo
Trp. La secuencia de FO III se muestra en la Figura 49 (pág. 84).
Pico
c0
M por PDMS, Da Secuencia N-terminal Péptido identificado (M teórica, Da)
1464.3 <2407.3) No determinada 11e248-Phe263 de ECl III <1462.6)
No determinada I¡e-Ser-Leu-Pro-GIy-Asn-Asp-Trp-GIn- 11e248-? de ECl III
1478.7 <1639.6) lle-Ser-Leu-Pro-Gly-Asn-Asp-Trp0~-Gln- 11e248-Phe26S de ES III W2~ (1478.6)
3.5. Modificación de grupos carboxilo con agentes químicos específicos
En todas las glicosidasas estudiadas hasta la fecha se ha demostrado la participación de
al menos un grupo carboxio en el fenómeno catalítico. En el caso de las que retienen la
configuración del carbono anomérico, la catálisis tiene lugar con el concurso de un grupo ácido
que facilita la salida del primer producto o aglicón, y de un carboxilato que actúa como
nucleófilo que estabiliza el intermediario glicosil-enzima, normalmente mediante la formación
de un enlace covalente con el jón carboxonio (Sinnot, 1990). Recientemente se ha demostrado
que FO III pertenece a esta clase de glicosidasas (Gebbler y col., 1992); los estudios de pH
250 280
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(pág. 52) señalan la existencia de un carboxilo esencial que debe estar protonado. Con el fin
de identificar este residuo y el nucleófilo que presumiblemente posee FO III en su centro
activo, se ha procedido a la modificación de la enzima con agentes químicos específicos de
grupos carboxio.
En la Tabla XVI se recogen los resultados de los intentos de inhibición realizados con
carbodiimidas (l-etil-3-(-dimetilaminopropil)-carbodiimida, EDC, yyodurode 1-etil-3-(4-azonio-
4,4-dimetilpentil)-carbodiimida, EAC), con N-etil-5-feniisoxazolio-3’-sulfonato (reactivo K de
Woodward, RKW), y con N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinoleína (EEDQ). Unicamente
el reactivo K de Woodward es capaz de inactivar EO III, pero en unas condiciones extremas.
A pesar de que la celobiosa protege de la inactivación por este reactivo, lo cual indica que un
grupo modificado pudiera estar en el centro activo de la enzima, no se ha profundizado en el
estudio de esta reacción de modificación debido a que el exceso de reactivo necesario para
observar inhibición invalida cualquier conjetura acerca de la selectividad y especificidad de la
modificación, y a que al ser 12 el número de carboxilos modificados en la enzima inactiva, es
ínvíable la identificación de un hipotético residuo esencial entre ellos.
Tabla XVI. Estudios de modificación de FO III con reactivos específicos de grupos carboxilo.
Modificador
EOC/EAC
Tampón Exceso de reactivon % Inhibición~’ Observaciones
Fosfato pH 3.1 2500 0 En todos los casos se
Piridina pH 4.0 2500 0 han hecho ensayos con
MES pH 5.1 2500 0 y sin ester etflico de
MES pH 5.6 500 0 glicina.
FEDO Fosfato pH 3.1 2500 0
Piridina pH 4.0 2500 0
MES pH 5.1 2500 0
MES pH 5.6 2500 0
RKW Fosfato pH 3.1 2500 25
Fosfato pH 6.0 2500 40
MES pH 4.5 5000 30
MES pH 5.1 5000 45
MES pH 5.6 5000 60
MES pH 6.4 5000 50
O [reactivo]/[EG lii]
b después de 1 h de incubación a temperatura ambiente
3.6. Modificación de un carboxilo esencial
0-celobiósido (EPO5)
con el marcador de afinidad 4’,5’-epoxlpentll-
El empleo de marcadores de afinidad, esto es, dirigidos específicamente al centro activo
de una enzima, supone una valiosa herramienta para la identificación de aminoácidos esenciales
(Eyzaguirre, 1987). En muchos estudios sobre la función de grupos carboxio ha sido de gran
utilidad el acoplamiento de un sustrato o análogo a un epóxido (Lundblad y Noyes, 1984). En
el caso de las glicosidasas, esta aproximación ha permitido identificar carboxilos esenciales en
lisozima de clara de huevo de ganso (Eshdat y col., 1973). lacZ B-galactosidasa de E. coli
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(Herrchen y Legler, 1984), 13-glucosidasa ácida de humanos (Dinur y col., 1986), y otras (Legler,
1990).
3.6.1. Inactivación de EG III por epoxialquil Il-celobiósidos. Efecto de la longitud del
brazo aglicónico
FO III es inactivada por los tres epoxialquil JA-celobiósidos ensayados: 2’,3’-epoxipropil
13-celobiósido (EPO3), 3’,4’-epoxibutil 13-celobiósido (EPO4), y 4’,5’-epoxipentil ¡3-celobiósido
(EPOS) (Fig. 39). La actividad disminuye exponencialmente con el tiempo, y depende
significativamente de la longitud del brazo agilcónico. Las velocidades relativas de inhibición,
calculadas a partir de las pendientes de las rectas obtenidas en la representación
semiogaritmica que se muestra en la Figura 39B, son: EPO3:EPO4:EPO5 = 0.1:0.2:1.
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Figura 39. Inactivación de ECl III por epoxialquil 13-celobiósidos de diferente longitud del brazo
aglicónico. ECl III (0.8 gM) en tampón Mcllvaine pH 4.6 se incubó a 370C en presencia de EPO3(.—), EPO4 (e—), y EPOS (v—q’) a una concentración 2.5 mM en todos los casos, o en
ausencia de inhibidores (o-— —o). (A), representación directa de la inactivación; (8), representación
semilogarirmica.
3.6.2. Especificidad de la inactivación
El hecho de que la inactivación con epoxialquil 13-celobiósidos dependa de la Jongitud de
la cadena aglicóníca indica que el inhibidor reacciona con un aminoácido del centro activo de
la enzima, o de sus proximidades. Más datos corroboran esta idea: inositol-epóxido no ejerce
efecto inhibitorio alguno (el inositol no es ligando de la enzima), y la celobiosa, inhibidor
competitivo de EG III, protege a la enzima de la inactivación por EPOS (Fig. 40). La tasa de
inhibición con EPOS 10 mM fue 3.5 veces menor en presencia de celobiosa 150 mM.
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F¡gura 40. Efecto protector de la celobiosa sobre la inhibición porEPOS. ECl III (0.8 gM) en tampón
Mcllvaine pR 4.6 se incubó a 370C con EPOS (10 mM) en ausencia (—.) o presencia(c—o) de celobiosa 150 mM. (..--~-a), control sin inhibidor.
3.6.3. Cinética de la inactivación por EPO5
Siendo EPOS el inhibidor más efectivo de los ensayados, se ha escogido para profundizar
en el estudio de la modificación específica del centro activo de FO III.
La representación semiogarítmica de la actividad residual frente al tiempo para diferentes
concentraciones de inhibidor se muestran en la Figura 4tA; de las pendientes dc las rectas
obtenidas se calculan las constantes de primer orden de la inactivación (k
01,.), cuya dependencia
de la concentración de FF05 ha resultado ser hiperbólica (Fig. 4 iB). Esta cinética de saturación
es la esperada para un marcador de afinidad, que se une a la enzima formando un complejo
disociable enzima-inhibidor como paso previo a la inactivación irreversible, según se indica en
la ecuación (8):
E+l~El —.-E-I (8)
donde E ‘1 es un complejo reversible entre la enzima y el inhibidor, y E-I es la enzima
inactivada por unión covalente al inhibidor (Eyzaguirre, 1987). Cuando la concentración de
inhibidor es muy superior a la de enzima, como es el caso, y asumiendo que k2 es mucho menor
que k.1, se cumple la ecuación (9):
kapp = (k2 ‘[l])/([I] + Kd) (9)
donde se determina, como ya se ha indicado, a partir de la ecuación In (E(t)/E0) = -
k8pp ‘t, siendo E(t) la actividad residual a tiempo t, y E0 la actividad enzimática inicial; Kd es la
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constante de disociación del complejo E ‘1 (Kitz y Wilson, 1962). Del ajuste de los datos
representados en la Figura 41B a la ecuación (9) se han obtenido los siguientes valores para Kd
y k2:
30 mM
= 35 1O~ min’
El orden de la reacción de inactivación se ha determinado, de acuerdo con Levy y col.
(1963), a partir de la representación de log (k~,~) frente a log ([EPO5]) (Fig. 41C). La pendiente
de la recta obtenida es 0.8, indicando que la inactivación depende de la unión covalente de una
molécula de inhibidor por molécula de enzima.
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Figura 41. Cinética de la inactivación de ECl III por EPOS. (A), la enzima (0.8 uM) se incubó (pH
4.6, 37
0C) con EPOS 2 mM (.—u), 5 mM (v—v), 7.5 mM (—s), 10 mM (o—o), 15 mM
(y—y), y 20 mM (A—t4, o sin inhibidor (o—c). (U), variación de ~ con la concentración de
EPO5; la línea continua se ha deducido a partir de los datos experimentales ( • ), por ajuste a la
ecuación (9). (C), determinación del orden aparente de la reacción de inactivacién; la recta se ha
dibujado a partir del ajuste por regresión lineal de los datos experimentales ( • ).
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3.6.4. Dependencia con el pH de la inactivación por EPOS
En la Figura 42 se observa la similitud entre la variación con el pH de la actividad de
EO III sobre celotriosa, y la inactivación de la enzima por el marcador de afinidad.
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Figura 42. (A), Dependencia con el pH de la velocidad de inactivación de HG III por EPO5. La
enzima (0.8 uM) se incubó con EPOS 5 mM a M0C, en tampones (Mcllvaine) de distinto pH. La
actividad residual se determinó a intervalos de tiempo apropiados, y las correspondientes k
0~, se
calcularon de la representación semilogarítmica de actividad residual frente al tiempo. (B), variación
con el pH de la actividad de ECl Hl sobre celotriosa.
3.63. Identificación del grupo carboxilo esencial unido a EPOS
Para la identificación del grupo carboxilo unido a EPOS se ha procedido a la digestión de
muestras de FO III control y EPOS-FO III, con proteasa V8, en condiciones de rotura
específica por enlaces Olu-X (tampón bicarbonato amónico 50 mM, pH 7.8). Esta proteasa
puede romper también enlaces Asp-X en otras condiciones (fosfato sódico o potásico 50 mM,
pH 7.8) (Drapeau, 1977). Si el marcador se ha unido a un residuo de Olu, es de esperar que
la enzima proteolitica sea incapaz de romper tras ese residuo provocando la desaparición
teórica de dos picos, y la aparición de uno nuevo, compendio de los dos anteriores. La
comparación de los mapas peptídicos obtenidos (Fig. 43) confirma la desaparición de dos picos
(“A’ y “B”) pero en el cromatograma correspondiente a EPOS-FO III no se observa ningún pico
nuevo. La desaparición de E se aprecia mejor en los mapas topográficos de la Figura 44. La
disminución de “C” en el mapa de EPO5-EO III no es repetitiva; en experiencias paralelas no
se han observado cambios en ese pico. En la Tabla XVII se muestran los datos correspondientes
al análisis de los péptidos “A” y “E”.
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Figura 43. Comparación de los perfiles de elución (A214) de los hidrolizados de HG [II no modificada
(control) y EPO5-EG III, obtenidos por digestión con proteasa V8.
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Tabla XVII. Datos de masa y
muestra en la Figura 49, pág.
secuencia de los péptidos
84).
“A” y “B”. La secuencia de EO III se
Pico
Aconti
M por PDMS, Da Secuencia N-terminal Péptido identificado <M teórica, Da>
3207.3 Cys-Thr-Thr-Asn-Asn-Ile- 0ys302-Glu329 de EG III (3207.4)
Bcontroi No determinado Asp-GIy-AIa-Phe-Ser-Pro-Leu- Asp3CS-? de EG III
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APENDICE. Análisis cinético de la hidrólisis enziniática de sustratos con dos vías
alternativas de ataque.
Los parámetros cinéticos para dos sustratos de EO III, MeUmb(Olc)3 y CNP(Olc)3 han
sido determinados asumiendo el siguiente esquema:
(E ‘S)1-’———(E ‘(Otc)2) ~ E + (Olc)2
X-Olc H20
E+S Esquema 1
k+r
(E ‘S)2—’——’~(E ‘(Olc)3) ‘—-~--- E + (Glc)3
X 1420
dondeX es CNP cuando 5 es CNP(Olc)3, y MeUmb cuando 5 es MeUmb(Olc)3; E es EO III;
y ku (1 = 1, 2 o 3, y] = 1 o 2) son las constantes de primer orden para cada paso ¡ y vía de
ataque enzimático j.
Este mecanismo es el más simple que explica todos los datos experimentales obtenidos,
pero la naturaleza de los intermediarios propuestos es desconocida, y la existencia de más pasos
no es descartable. Si la glicosilación es el paso limitante de la reacción (k431 > k+2~), y se alcanza
el estado estacionario para (E ‘~)~ y (E ‘5)2, se deduce que las velocidades de formación de
X-Olc, y1, y de Y, y2, son:
= kati’ [E]0’ [S]/(Kmi + [5] ‘(1 + K~1/K¿) (10)
y
= k~ ‘[E]0 ‘[S]/(K,,.~, + [5] ~(1 + K~/Kmi)) (11)
donde esk~2~, [E]0es la concentración inicial de enzima, Kmi = (&21 + k~1)/k+11, y K,,~ =
(k~~ + k.1j/k~12. Los experimentos de partición con metanol (pág. 46) demuestran que sólo
en el caso de la reacción de formación de CNP a partir de CNP(Olc)3 la desglicosilación es el
paso limitante de la reacción, y por tanto la aproximación no es válida.
Los parámetros aparentes de la reacción, es decir, los que se podrían determinar a partir
de los datos experimentales si se considerara cada vía alternativa como una reacción
independiente que cumpliera el modelo clásico de Michaelis-Menten, están relacionados con
los parámetros teóricos por las siguientes ecuaciones:
(kcati)app = kcati/(1 + (12)
(kcaa)app = k~0/(1 + K¡njKmi) (13)
(Kmi)app = (K~X,~ = K~1 •K,¡.,j(Kmi + (14)
Operando adecuadamente se deduce que la relación entre las velocidades de formación
de los dos productos cromofóricos alternativos (v1/v2) es constante, y por lo tanto independiente
de la concentración de sustrato:
RESULTADOS
= (katt)app/(kc~a)app = k~11 ~ ‘Kmi)
La linearización de las ecuaciones (10) o (11) permite calcular k~íj/Kmj:
[511v1= Kmj/(kcati ‘[E]~) + [S]/((kcaíj)app[E]0)
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1. PURIFICACION Y PROPIEDADES MOLECULARES DE EG III
Numerosos procedimientos de purificación para las celulasas de Tricizoderma reesei han
sido desarrollados en distintos laboratorios, haciendo uso de combinaciones más o menos
complejas de técnicas de separación convencionales (cromatografía en todas sus vertientes,
electroforesis, isoelectroenfoque) (Bhikhabhai y col., 1984; van Tilbeurgh y col., 1984; Enari y
Niku-Paavola, 1987; Biely y Markovic, 1988; Schúlein, 1988, por citar algunos ejemplos
sobresalientes). Frente a la mayor o menor complejidad de estos procedimientos, el paso
cromatográfico en DEAE-Sepharose a pH 7 diseñado en nuestro laboratorio para el
fraccionamíento inicial del material de partida, supone una forma rápida y sencilla de separar
eficazmente las principales celulasas y hemicelulasas del hongo (Fig. 12, pág. 40).
Sin embargo, sólo se había descrito hasta el presente un método especifico para la
purificación de EO III (Saloheimo y col., 1988). A falta de datos cuantitativos referentes a dicho
método, no podemos establecer una comparación con el procedimiento aquí expuesto. En
cualquier caso, la preparación final de EO III empleada en este estudio es altamente
homogénea como demuestran los análisis de pureza realizados (Figs. 13 y 14, pág. 41).
En un trabajo previo se había demostrado que la composición del sistema celulasa de 71
reesel es independiente de la fuente de carbono empleada en el cultivo del hongo (Domínguez,
1991); no obstante, las condiciones de cultivo y la edad del caldo determinan la aparición de
isocomponentes por modificaciones post-traduccionales tales como agregación, glicosilación,
desamidación o proteolisis; así, en este trabajo no se ha detectado la presencia del núcleo
catalítico de EO III, aislado en otras condiciones (lactosa como fuente de carbono) por
Stáhlberg y col. (1988). En cambio, sí se ha detectado y purificado una isoenzima de EO III,
denominada A 1:2 (StAhlberg y col., 1988); ambas proteínas poseen igual masa y forma (según
se determina por electroforesis y cromatografía de penetrabilidad, respectivamente),
composición de aminoácidos (determinada después de hidrólisis ácida, que no permite conocer
la proporción de Asn y Asp, o Gín y Olu, sino únicamente la suma de ácido y amida para cada
par) y propiedades catalíticas, diferenciándose por su pI, más ácido en el caso de A 1:2. Parece
muy probable que A 1:2 sea una forma desamidada de EO III, y dado que la desamidacién es
un mecanismo de degradación de proteínas relativamente poco estudiado (Creighton, 1985),
sería interesante determinar las causas de aparición de A 1:2 en el caldo de cultivo de 71. reesei.
El comportamiento de EO III en las dos cromatografías de intercambio iónico en DEAE-
Sepharose incluidas en el proceso de purificación resulta sorprendente a primera vista: a pH
7 (fosfato sádico 5 mM) la enzima es parcialmente retenida, mientras que a pH 6.5 (imidazol’
1-ICI 8 mM) la retención es total. Esta aparente contradicción se explica por la diferente
naturaleza iónica de los tampones empleados que hace que en el primer caso la cantidad de
cargas negativas (que compiten con la proteína por las cargas positivas del lecho
cromatográfico) sea mayor que en el segundo, y, por otra parte, por la débil carga neta que
exhibe la proteína a valores de PH neutros (por encima de su pI) como indica su curva de
titulación (Fig. 16, pág. 43). A consecuencia de esta propiedad, la determinación correcta del
pI de EO III implica largos tiempos de electroenfoque para permitir a la proteína migrar hasta
el pH en que su carga se hace nula. En consecuencia, el valor de pl ha sido reevaluado como
5.1 frente al valor de 5.6 publicado por Saloheimo y col. (1988), en un artículo donde se
mostraba un gel de isoelectroenfoque en el que EG III aparecía como una banda difusa y ancha
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debido, probablemente, a un tiempo insuficiente de electroenfoque, que condujo a una
imprecisa determinación del pI. La posibilidad de que la discrepancia en el valor de pI fuera
achacable a diferencias reales entre ambas proteínas quedó descartada al observar que muestras
de EG III procedentes del laboratorio del Dr. Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia),
coautor de la citada publicación, y las preparadas en nuestro laboratorio, exhibían el mismo
comportamiento en isoelectroenfoque.
Cuando se emprendió el estudio de EG III existía cierta controversia en cuanto al número
de endoglucanasas secretadas por 71 reesei, y debido a la similitud en masa molecular y pi de
las enzimas descritas en distintos laboratorios resultaba complicada la identificación de la
endoglucanasa purificada con alguna de las caracterizadas hasta entonces. Los estudios
realizados en esta dirección se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Pettersson en Upsala,
y demostraron inequívocamente la identidad de la endoglucanasa purificada en nuestro
laboratorio con el producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988) (pág. 39; Tabla VIII, pág. 43).
Las 12 Cys presentes en EO III se encuentran formando 6 puentes disulfuro. La niísma
situación se da en otras celulasas de 71 reesei: EO 1 (Penttilá y col., 1986) y CBH 1 (Bhikhabhai
y Pettersson, 1984), y en EO 1 de Schyzophyllum commune (Clarke y Yaguchi, 1985). En CBH
II existen dos Gys libres y dos puentes disulfuro fundamentales en el mantenimiento de la
estructura tridimensional del centro activo, que se dispone a modo de túnel para acoger al
sustrato (Rouvinen y col., 1990).
2. ESPECIFICIDAD Y MODO DE ACCION DE EG III
EO III hidroliza eficazmente celulosas sustituidas solubles, celooligosacáridos y derivados
de éstos. El estudio de los patrones de rotura de sustratos de bajo peso molecular proporciona
información sobre la estructura del centro activo de la enzima. El empleo de derivados
cromofóricos de celotriosa, MeUmb(Olc)3 y CNP(Olc)3, resulta muy adecuado para diferenciar
EO III de otras celulasas de 71 reesei, así como para medir la actividad enzimática en áquellos
estudios que requieran precisión y reproducibiidad. En el caso concreto de la modificáción
química de la enzima estos sustratos se han revelado como auténticas sondas del centro activo
(estudios de la modificación por NBS). Por el contrario, la carboxinietilcelulosa (CMC), que
se ha utilizado tradicionalmente como sustrato de endoglucanasas, presenta serios
inconvenientes ya que se trata de una mezcla heterogénea de polímeros de distinta longitud,
con varias poblaciones de enlaces giucosídicos en cuanto a su grado de accesibilidad a las
enzimas (Sharrock, 1988); su naturaleza iónica hace que el pH, la fuerza iónica o la temperatura
influyan enormemente en la viscosidad de sus soluciones, que supone en sí misma un problema
práctico de manejo (Sharrock, 1988); por último, los métodos colorimétricos empleados en la
determinación de azúcares reductores liberados por la acción enzimática no son
estequiométricos, ya que la reacción del grupo aldehído reductor es distinta dependiendo del
residuo al cual esté unido (Aminoff y col., 1970). Así, cuando se ha ensayado CMG como
sustrato de EO 111 se ha observado que la curva de actividad frente a pH no coincide con la de
otros sustratos (Fig. 17D, pág. 45), y que la variación de la actividad con la concentración de
enzima dista mucho de ser lineal (Fig. 22, pág. 50). No obstante, CMC resulta útil en aquellas
valoraciones de la actividad enzimática que no requieren gran precisión, como por ejemplo en
la detección de endoglucanasa en eluidos cromatográficos.
-I
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2.1. Modelo de organización en subsitios del centro activo
En las enzimas que degradan polisacáridos, como en otras que actúan sobre potímeros,
el centro activo está compuesto por varios subsitios cada uno de los cuales es capaz de alojar
un residuo glicosídico. El ejemplo arquetípico es el de la lisozima de clara de huevo de ganso,
en la que existen 6 subsitios de unión (Blake y ccl., 1967; Johnson y col., 1988). Recientemente
se ha determinado la estructura tridimensional de dos celulasas, una endoglucanasa, EG D de
Ctostridium thermocellum (Juy y col., 1992), y una celobiohidrolasa, CBH II de 71 reesel
(Rouvinen y col., 1990). El centro activo está constituido por 6 subsitios en la primera y por 4
en la segunda. La diferencia en el modo de acción de ambas enzimas se explica por la
arquitectura de la hendidura donde se aloja el sustrato que presenta los dos extremos abiertos
en la endoglucanasa, mientras que en la celobiohidrolasa uno de ellos está cerrado, impidiendo
el paso de celulosa.
En EG III los patrones de rotura de sustratos de bajo peso molecular (celooligosacáridos
no sustituidos y metilados, Fig. 21, pág. 49, y derivados cromofóricos, Fig. 18, pág. 46) permiten
aventurar un modelo para el centro activo, que estaría formado por cinco subsitios (ABCDE),
localizándose los aminoácidos catalíticos entre los subsitios C y D (Fig. 45).
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Figura 45. Representación esquemática del modelo propuesto de organización del Centro activo de
HG III. Las dos vías alternativas de hidrólisis de MeUmb(Glc)3 se muestran como ejemplo. La
posibilidad de transferencia de restos glucosilo a metanol también se señala. Las hendiduras en el
bloque, cada una con una letra de la A a la E, indican los subsitios de unión; las flechas ( ~
indican grupos catalíticos de la enzima. Otros símbolos: ( W ), resto glucosilo; ( ), grupo
MeUmb; ‘Me’, grupo metilo.
El extremo reductor del sustrato podría interaccionar con el subsitio O o con el E; si
tomamos la hidrólisis de MeUmb(Olc)3 como ejemplo, en el primer caso se obtendrían MeUmb
y celotriosa como productos, mientras que en el segundo los productos resultantes serían
MeUmbGlc y celobiosa. De igual forma se podrían explicar el resto de los patrones de rotura
DISCUSION SO
observados. Se postula la existencia de cinco subsitios, y no más, porque la inhibición por
celobiosa es competitiva y no cambia el patrón de rotura de CNP(Olc)3 o MeUmb(Olc)3,
indicando que no se pueden unir a la vez cualquiera de estos sustratos y el disacárido.
En su calidad de endoglucanasa, el centro activo de EO III no ofrece, probablemente,
ningún impedimento al paso de celulosa por cualquiera de sus extremos.
2.2. Mecanismo cinético
De acuerdo con los datos obtenidos en los estudios de partición con metanol, la reacción
de hidrólisis de oligosacáridos (y por extensión, de cualquier sustrato) catalizada por EO III
sigue un mecanismo secuencial ordenado UNI-BI, de acuerdo con la terminología de Cleland
(1977):
E + (Olc)~ —<E .(Glct-.-——-.cr~j——~. E ‘(Olct~—~—-—-—.’-E + (Olct~
k (Olc)~ 1420
En el complejo disociable enzima-sustrato, E ‘(Olc)0, la rotura de un enlace glicosídico del
sustrato da lugar a un primer producto, (Olc)~, denominado aglicón (Sinnott, 1990), que
comprende el extremo reductor del sustrato, y a un complejo glicosil-enzima, E (Olc)~~.
probablemente de naturaleza covalente (Sinnott, 1990); el ataque nucleofílico de una molécula
de agua (o alternativamente de metanol) restaura la molécula de enzima y rinde un segundo
producto, (Olc)0~ (o Me-(Olc)0~ cuando se adiciona metanol).
La capacidad de EO III para transferir restos glicosio a metanol y otros alcoholes implica
necesariamente que la enzima retiene la configuración del carbono anomérico del sustrato en
el segundo producto de la reacción, mediante una doble inversión de la misma (Sinnott, 1990).
Estudios de RMN han confirmado recientemente esta propiedad de EO III (Gebbler y col.,
1992). Sin embargo, y en contraste con EO 1 de 71. reesei (Claeyssens y col., 1990a), no se ha
detectado actividad transglicosidasa en EO III.
El paso limitante de la reacción, deducido también de los experimentos de partición con
metanol, es la glicosilación de la enzima en todos los casos estudiados, excepto en la liberación
de CNP a partir de CNP(Olc)3 en la que pasa a serlo la desglicosilación. La razón de esta
diferencia debe encontrarse en el bajo valor de P
1<a del CNP (5.5), que lo configura como el
mejor grupo saliente de entre los considerados (MeUmb, pl(
3 = 7.2; grupos hidroxilo de
azúcares, pK, > 14) (Fersht, 1985). Un comportamiento similar se observa en otras enzimas
como, por ejemplo, B’galactosidasa (Sinnott y Viratelle, 1973).
2,23. Actividad sobre mananos
La actividad mananasa de EO III indica que la especificidad de la enzima no es tan
estricta como se suponía; EO 1 se considera una endoglucanasa no específica por su capacidad
para hidrolizar xilanos y derivados de lactosa, y EO III se tenía por específica, por no ser activa
sobre estos sustratos no celulósicos (Biely, 1990). No obstante, teniendo en cuenta la similitud
entre glucosa y manosa (sólo se diferencian en la orientación de un grupo hidroxilo), no es de
extrañar que EO III sea activa sobre mananos siendo su principal función la de hidrolizar
celulosa. El papel fisiológico de esta actividad hemicelulasa no está claro, habida cuenta de la
existencia de una mananasa específica en el caldo de cultivo de 71 reesei.
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OBE 1 Pc 423 TvpqWGQCGGIGYtGSTtCASPyTChVLNPYYSQCY
CHE 1 Tr 405 TQSHYGQCGGIGYSGPTvCASGTTCqYLNPYYSQCL **
CEE II Tr 3 *CSSVWGQCGGqnWSGPTCCASGSTCvYSNDYYSQCL
EG 1 Tr 462 TQTHWGQCGGIGYSGCKtCTSGTTCqYSNDYYSQCL **
EG III Tr 1 *qQTVWGQCGGIGWSGPTnCAPGSACStLNPYYaQCI
Figura 47. Comparación de secuencias correspondientes al dominio de unión de las celulasas de
Tñehodenna t-eesei (Tr> y de CBH 1 de Phanerochaete ch~ysospo,-iwn (Pc). En letras mayúsculas y
negrita se indican los residuos conservados, en mayúsculas los parcialmente conservados, y en
minúsculas los no conservados; indica extremo N-terminal y extremo C-terminal (Gilkes y col.,
1991).
La oxidación del Trp2SS, localizado en el núcleo catalítico, afecta sensiblemente 4 la
actividad de EO III y los estudios realizados indican que se trata de un residuo esencial -para
la unión del sustrato al centro activo de la enzima. De acuerdo con el modelo de organización
en subsitios postulado (Fig. 45, pág. ‘79), el Trp25S debe estar situado en el subsitio D, ya que
es la única posibilidad que permite explicar todos los efectos observados en la hidrólisis de
distintos sustratos cuando se modifica dicho residuo. El patrón de rotura de MelJmb(Olc)3 o
CNP(Olc)3 cambia drásticamente, y en distinto sentido para cada sustrato (Tabla XIII, pág. 59),
indicando que el Trp255 debe interaccionar con el grupo cromofórico correspondiente; la
distinta naturaleza química y volumen de estos grupos hace que la MeUmb sea preferido al
CNP en la enzima nativa, y viceversa en EG III W20~. Hasta aquí podríamos localizar el Trp255
en D o E (ver Fig. 45, pág. 79), pero el hecho de que la oxidación de este residuo no cambie
el patrón de hidrólisis de celooligosacáridos no sustituidos (se reducen en la misma proporción
las velocidades de todas las vías de ataque enzimático) lleva a la conclusión antes expuesta,
porque sólo en el subsitio O el Trp255 puede interaccionar con un resto glicosídico del sustrato
sea cual sea el modo de unión (productivo) considerado; si estuviera en el subsitio E, la
modificación por NES no afectaría a los modos de unión en los que el extremo reductor
interaccionara con O, y en consecuencia se alteraría el patrón de rotura.
Según la nomenclatura propuesta por Karpeiskii (1976) para la designación de
aminoácidos esenciales, Trp255 es un aminoácido de contacto, es decir, que participa
directamente en la estabilización del sustrato en el centro activo de la enzima. Estudios de
alineamiento de secuencias muestran que este residuo de Trp está bien conservado en distintas
celulasas de la familia A (Fig. 48).
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EC III Tr 111 n~qhfvned0I4Tl Fj4PVgwqytvnnnLcntdstsi..’--’SkYd~I ---‘‘‘‘VQGCLSLCAVCIV’Ol yarwng
Ea C Ci 33 dietiaeaGFDII~A$.PFdypitesddnvgeykedgt -‘‘‘‘‘ syidr LEWCKKYtN-Ct.VLOM apgyrf
EC A Ci 85 dieLvadkGlNV91~4PlatdItyawsqgiyppstdtSyflflpfiL8~LflSYCL1flfmLENFKRVClI<VIL’D petdnq
EG H Ci 362 yfddfkaaGYKN~lPVrwdnh¶tmrtypytidkfif Id’’’’’’ rveqv’’---”VtJWSLSRCFVTII’N dd’wik
CAlI Sc 118 dfaniasqCFNl.~lPlgywofqttdddpyvSgIqCSy’’’’~ Ldq IGIJARNNSLKVWV’DL aagsqn
AMAN A Cs 79 CMNS\i4JVLsngyrwtkipo...--’’’-’’’’’SCVGflI’’’’’’’ ISLSRSLCFKAIILEV ttgyge
EG III Tr 182 giigqggptnaq””-’”’ FTSL$kOLASKYAS--.-OSRVIJFGIMNH’hdvnintwaa”””
EC C Ci 101 qdfktstkfedpnqqk FVD44Fl.AKRYINe’’’REHlAFELLN~tvepdstrwn--
EG E Ci 163 ghnyptwynttiteeí FtK4.4MVAERYlCNd’’-DTllGFDLlCN~j’htfltgtfltf kaqsafwdds¡tpn
EG 14 Ci 427 edyngnier’-----’’’’’’ Fa l~OlAERFKNk---SEULLFElMN~’fgnitdeq id
CAlI Sc 183 gfdr.sgtrdsykftedsntavttnvtnyitkkysaeeytDTvlGlELl NM~t9pvtárdkm”””-’--” -“‘ kn
AMAN A Cs 129 dgaacstaq--”””’-’’ aveybIkeiksvtdgn”-EDFVllNlGN~’ygnrd1yqfl”’----’’”””-’ 14V
EG III Tr 230 ‘tvqevvtairnaga’’tsOFlSLPG’nc~qsagafisdg aaatsqvt’npdgstt’’-nLl
Ea C Ci 151 klmLeyilcairei’’’dstMWLVlGC’ n4+spdet knta-diddd’’’’-ylV
EC A Ci 229 nwkrvaeetotaitevhpnVLlFVEGveij4kdgiwddetfdtsPwt9nndYY9flww99fltr9VkdYPifltgkY~SqLV
Ea N Ci 472 ckTr,sriLkiirkt---nptRJVllGC-944’IsyntL vnik-ipddp yLl
LEN Sc 246 dytapayeyLrnn’iksdqvlllsoAfq44iywddf mten-dgywg-’-’’VT
AMAN A Cs 174 ndtknaíkatrda”-gfkHTINVOA’pr~qd- ‘ -‘ wsntmrdna’qsimeadplrntV
EG III Ti- 285 Fb4jKYLdsdnsgthaecttnnidgafsptatwtrq rwlrq
EG C Ci 195 Vw44FYNpfffthqkahw---’-.’’’.’’’sesamaynr’’’’ tvkypgqyegieefvkmpkysfn.netnntktnlce
EG E Ci 307 VSP~YGpivyeqdI.ifkgdfitfindeqakrityeqcl4rdnwayimeegiSP’-’-’-’-””----’””-”””
EG 5 Ci 516 GTFII<YYopvefthkwr9t’ ‘wgtqechidtvvrvfdfvksw’’ - - sdrrntp
CAH Sc 292 ID~~HYovfas~LersfdehikvacewgtgvL~shwt
AMAN A Cs 225 FS lj4lycvynteslcve yiqs-”- fvdlcgtp”””’----’---”---’’’-””
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Figura 48. Alineamiento de secuencias del dominio catalítico de las celulasas de la familia A. En mayúscula se señalan
los segmentos en los que se han localizado por HCA (Gaborjaud y col.,1987) grupos de aminoácidos hidrofóbicos
topológicamente conservados en las celulasas de la familia A (Henrissat y col., 1989); en negrita se muestran los
aminoácidos conservados que pueden participar en la unión del sustrato y/o en la catálisis. Claves: HG III Ti-, HG III
de Trichoderma reesel (Saloheimo y col., 1988); HG C <Sí, HG C de Closírid¡wn ihennoceUwn (Schwarz y col., 1988);EG
E Ci, HG E de C. ihennoceliwn (Grépinet y col., 1986); EG H Ci, HG H de C. íhennocdlwn (Yagile y col., 1990); CBH
Sc, CBH de Sacchaminyces cerevisiae (Vázquez de Aldana y col., 1991); EMAN A <Ss, 13-mananasa A de Caldocellwn
saccharo¡yiicwn (Luthi y col., 1991).
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CI,, Cm mr Val ffrplCty Cín Cys Cly Cly Ile Cly Trp Ser Clv Pro Thr Asn Cys Ala Pro Cly Ser Ala Lys Ser Thr
10 20
ouc Núcleo
Tyr Tyr Ala Cl,, Cys Ile Pro Gly Ala Thr Thr líe Thr Thr Ser Thr Arg Pro Pro Ser CIy Pro Thr rhr
40 ~o A
Thr Thr Arg Ala mr Ser Thr Ser Ser Ser Thr Pro Pro Thr Ser Ser Gly Val Arg Phe Ata Uy Val Asn Ile
60 70
Piie Asp Phe Cly Cys Thr Thr Asp Uy Thr Cys Val Thr Ser Lys Val Tyr Pro
90
Pro
100
Leu Lys Asn Phe Thr Ciy Ser Asn
Pro Asp CIV Ile Gly SIn Met Sin lIla Phe
120
Val Asn Glu Asp Cly Met Thr Ile Plie 4j
130
lev Pro Val Cly Trp
SIn Tyr Leu Val Asn Asn Asn Leu SLy Cly As,, [cii Asp Ser
140
Tu r
150
Ser Ile Ser Lys Tyr Asp SIn Leu Val
[ciiSer Leu Uy Ala Tyr Cys
Thr
190
líe
170
Asn Ata Cl~ Phe Thr Ser Leu Trp Ser
VaL Asp líe II~s Asn Tyr Ala Arg Trp
Cl,,
200
As,,
180
Leu Ala Ser Lys Tyr Ala Ser Cl~ Ser
Cly CLy Ile Ile Gly Cm Cly Cly Pro
Arg
210
Val Trp Phe Gly líe Met
Asnf~3Pro lIla
220
Asp Val Asn Ile Asn mr Trp Ala Ala
Thr ser SIn Phe Ile Ser [cia Pro
250
Cly Asn Asp~Jtln
Thr
230
Val 6l~ Chi Val Val Thr Ala líe Arg
Ser Ate Sly Ala
260
Asn Ata Cly Ala
240
Leu
270
Ser Cín Val Thr As,, Pro Asp flly Ser
Tlir His Ala
300
Thr
280
Mu Cys Thr Ilir Asn Asn líe Asp Cly
Thr Asn Leu Ile Phe Asp Val lila Lys
Ata
310
Tyr
290
Phe Ser Pro t.eu Ata Thr Trp Leu Arg
Leu Asp Ser Asp Asn Ser Cly
Cín
320
As,, Asn Arg Un
Ala Ile Leu Thr~j~j}Thr
330
Sly Uy Cly As,, Val Cl~ Ser Cys Ile Gl~ Asp Met Cys Cm Gl~ Ile SIn Tyr Leu
340
Asn Ser Asp Val Tyr Leu Cly Tyr Val
360
Cly Trp Cly Ala Cly Ser Phe Asp Ser Thr
370
Tyr Val Leu Thr Síu Thr Pro Thr
Cly Asn Ser Trp Thr Asp Tlir Ser Leu Val
390
Ser Ser Lys Leu Ala Arg [ya
397
Figura 49. Secuencia de EG III de Trichoderma reesel (Saloheimo y col., 1988).
Los aminoácidos conservados en las celulasas de la familia A se señalan en rojo;
se enmarcan los residuos esenciales identificados en el presente trabajo. La
flecha ( ~ ) indica el punto de rotura en la bisagra, que da lugar al núcleo
catalítico aislado del caldo de cultivo por Stáhlberg y col. (1988).
Leu Asn Pro
30
Asn Tyr
110
Ala CIy
80
SIn Cly Cys
160
Phe líe Ser Asp Cly Ser Ala Ala Ata
Ser Ser
380
Asn Sin
350
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4. IDENTIFICACION DE DOS GRUPOS CARBOXILO ESENCIALES: MECANISMO
QUíMICO DE £0 III
4.1. Estudios de pH: GIu218
Los estudios del efecto del pH y la temperatura sobre la hidrólisis de MeUmb(Olc)3
catalizada por EO III revelan la existencia de un grupo carboxio esencial (p1C0 = 5.5) en el
centro activo de la enzima. Como el residuo 01u35 de lisozima, este grupo está protonado en
la forma activa de la enzima, y su función debe ser facilitar la salida del primer producto de la
reacción (aglicón) por catálisis ácida general (Sinnott, 1990). Este residuo de FO III podría
corresponder a 01u2 18, incluido en la secuencia Asn-Glu-Pro conservada en todas las celulasas
de la familia A (Béguin, 1990) (Fig. 48). Experimentos de mutagénesis dirigida han corroborado
la importancia de este glutámico, como donador potencial de protones, en tres endoglucanasas
pertenecientes a Ja familia A: FO de Bacílluspolirnixa, EO de fi. subtills (Baird y col., 1990), y
FO de Erwinia cIu~ysanthemi (Py y col., 1991).
4.2. Marcaje de afinidad: Glu329
La rápida inactivación de EO III a valores de pH por debajo de 4 (Fig. 17A, pág. 45) ha
limitado al intervalo de pH de 4.0-6.3 el estudio del efecto del pH y la temperatura sobre la
reacción enzimática, por lo que no ha podido ser detectada por este método la presumible
existencia de un carboxilato esencial en el centro activo de EO III (pág. 66). Este grupo, sin
embargo, ha sido identificado como 01u329 por marcaje de afinidad con el epoxipentil-
- celobiósido (EPOS). La inactivación por epoxialquil-celobiósidos ocurre por modificación
específica de un aminoácido del centro activo como sugieren los siguientes hechos:
- la inactivación depende de la longitud del brazo aglicónico del inhibidor (Fig. 39, pág.
68); EPOS es el más potente inhibidor de los ensayados, probablemente porque su brazo
aglicónico es el que mejor reproduce el tamaño de un resto glicosídico en el subsitio C,
permitiendo así una correcta orientación de la función epóxido (que mimetiza a un enlace
glicosídico) respecto a los aminoácidos catalíticos (Fig. 50). Resultados parecidos han sido
descritos para celulasas de Oxysporus spp., Aspergí/tus níger y A. wentii (Legler y Bause,
1973), y para EO 1 de Schyzophyltum cornmune (Clarke, 1988; H0j y col., 1989). Sin
embargo, otra endoglucanasa de la familia A, EO de Bacíllus subeitís, es inactivada más
rápidamente por EPO4 que por EPOS (H0j y col., 1989).
- el inositol-epóxido carece de poder inhibitorio; el inositol no es ligando de la enzima.
- la celobiosa, ligando de EO III, protege de la inactivación por EPOS (Fig. 40, pág. 69).
- la variación con el pH de la velocidad de inactivación es similar a la de la actividad de
la enzima sobre celotriosa u otros sustratos (Fig. 42, pág. 71).
- la estequiometría de la reacción de inactivación, que depende de la unión covalente de
una molécula de inhibidor por molécula de enzima (Fig. 41C, pág. 70).
Como se observa en el mecanismo de inactivación propuesto (Fig. 50), la reacción con el
epóxido implica protonación desde un lado del anilio, y ataque nucleofílico por un carboxilato
desde el otro lado; en consecuencia, sólo las glicosidasas que operan con retención de la
configuración anomérica pueden sufrir inactivación por epóxidos (Legler, 1990). La inhibición
de FO III por epoxialquil-celobiósidos confirma una vez más que esta celulasa actúa por un
mecanismo de doble desplazamiento.
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Figura 50. Mecanismo de
inactivación de FO III por EPOS
(H0j y col., 1989, modificado).
Símbolos como en la Figura 45,
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El carboxilato al cual se une covalentemente el EPOS ha sido identificado mediante
análisis de péptidos como Glu329. Este residuo está flanqueado por dos residuos de Thr, en la
secuencia Thr-Glu-Thr, bien conservada en las celulasas de la familia A (Fig. 48). Su función
catalítica sería estabilizar el catión carboxonio presumiblemente formado tras la salida del
aglicón, bien por interacción electrostática, bien mediante la formación de un intermediario
covaJente (Sinnott, 1990); se trata de un grupo equivalente al Asp52 de lisozima, o al 01u461
de B-galactosidasa, que son también susceptibles de esterificación por un epóxido unido a un
análogo de sustrato (Eshdat y col., 1973; Herrchen y Legler, 1984).
4.3. Mecanismo químico de EG III
En resumen, los datos experimentales expuestos permiten aventurar que EG III actúa
mediante un mecanismo similar al de la lisozima (caso paradigmático de ¡3-glicosidasa que
retiene la configuración anomérica). El 01u218 aceleraría por catálisis ácida general la rotura
del enlace glicosídico situado entre los subsitios C y D, facilitando la salida del aglicón; el ión
carboxonio resultante sería estabilizado por el 01u329 bien por interacción electrostática, bien
mediante la formación de un intermediario covalente; una molécula de agua protonaría
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entonces el 01u218, rindiendo un ión hidroxilo que atacaría el resto glicosio para liberar el
segundo producto de la reacción, quedando la molécula de enzima preparada para iniciar un
nuevo ciclo catalítico.
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Figura 51. Modelo propuesto para el mecanismo químico de HG 111. Se muestran los dos tipos
posibles de intermediarios glicosil-enzima:(A), par jónico carboxonio-carboxilato, comoen la lisozima
(PhIlips, 1966), y (II), ester glicosil-enzima, como en la 8-galactosidasa (Sinnott, 1987). El
intermediado real puede ser un hibrido entre ambas formas. En las dos vías, los estados de transición
(no ilustrados> tanto de la glicosilación (iCT paso) como de la desglicosilación (2~ paso) son
semejantes al ión oxocarbonio representado en A (Sinnott, 1987).
La naturaleza del intermediario glicosil-enzima no ha sido determinada. En el caso de la
lisozima se consideraba tradicionalmente que el Asp52 estabilizaba el catión carboxonio por
interacción electrostática (Phiiiips, 1966; Fersht, 1985). En una revisión reciente sobre el
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mecanismo catalítico de glícosidasas, Sinnott pone en duda esta idea, argumentando que la falta
de sustratos de lisozima en los que la etapa limitante de la reacción sea la desglicosilación ha
impedido recabar información mecanistica sobre este particular. En otras B-glicosidasas que
actúan de forma similar (8-galactosidasas de Escherichia coil) sí se ha demostrado que el ión
carboxonio esterifica el carboxilato esencial de la enzima (01u461) dando lugar a un
intermediario covalente (Sinnott, 1990).
Hace ya casi treinta años se sugirió que todas las glicosidasas pudieran compartir el mismo
mecanismo catalítico que la lisozima (Banks y Vernon, 1963). En el caso de las celulasas esta
idea se ha mantenido hasta hace pocos años (Knowles y col., 1987), pero hoy día sabemos que
no existe un modo de acción común a todas las celulasas: aquellas que actúan invirtiendo la
configuración anomérica lo hacen por un mecanismo de desplazamiento simple, netamente
distinto al de doble desplazamiento de la lisozima. No obstante, entre las glicosidasas de un
mismo tipo si se encuentran características similares en la estrategia catalítica. Así, en este
trabajo se ha demostrado que EG III, una endoglucanasa de la familia A de celulasas (que
actúan vía doble desplazamiento del sustrato), parece seguir un mecanismo similar al de la
lisozima. Experimentos de mutagénesis dirigida, intercambio isotópico y determinación de la
estructura tridimensional por difracción de rayos X deberán confirmar esta hipótesis.
CONCLUSIONES
CONCLUSIONES 9<)
1. Se ha desarrollado un método para la purificación de endoglucanasa 111 a partir de
caldos de cultivo de Trichoderma reesel QM94 14. La enzima se ha identificado inequívocamente
como el producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988).
2. EO III presenta una débil carga negativa a valores de pH próximos a la neutralidad;
su pI ha sido reevaluado como 5.1.
3. EG III es activa sobre celulosa y derivados, y también sobre mananos. Los sustratos
cromofóricos MeUmb(Olc)3 y CNP(Olc)3 son muy adecuados para el estudio cinético de la
enzima, no así CMC, tradicionalmente empleada como sustrato de endoglucanasas.
4. La hidrólisis de JA-glicósidos catalizada por EG III transcurre con retención de la
configuración del carbono anomérico del sustrato, mediante un mecanismo secuencial ordenado
Uni-Bi, con el concurso de un intermediario glicosil-enzima. El primer producto de la reacción
es el fragmento del sustrato que contiene el extremo reductor, es decir, el resto de glucosa cuyo
carbono anomérico está libre (o el resto equivalente en el caso de derivados).
5. Se ha propuesto un modelo de organización del centro activo de EG III, en el que la
enzima seria capaz de alojar hasta 5 residuos de glucosa, en 5 subsitios ABCDE, estando
situados los grupos catalíticos entre C y D.
6. El Trp5, localizado en el dominio de unión a celulosa de EG IIIjuega un papel esencial
en la adsorción de la enzima al polisacárido. El 1rp255 participa directamente en la
estabilización del sustrato en el centro activo de la enzima.
7. EG III posee un grupo carboxilo esencial (PKa = 5.5, zúxH.~,,, = -15.9 J/mol) que debe
estar protonado para que la enzima sea activa. Este residuo se ha identificado como 01u218
por estudios de homología con otras celulasas relacionadas estructuralmente con EG III.
8. El marcador de afinidad 4’,5’-epoxipentil-13-celobiósido se une covalentemente al 01u329
inactivando EG III. Este grupo carboxio es esencial para la actividad catalítica en su forma
ionizada, y estabiliza el intermediario glicosil-enzima.
9. EG III actúa mediante un mecanismo de doble desplazamiento, similar al de la lisozima.
El 01u218 aceleraría por catálisis ácida general la rotura del enlace glicosídico situado entre
los subsitios C y D, facilitando la salida del agJicón; el ión carboxonio resultante sería
estabilizado por el Glu329 bien por interacción electrostática, bien mediante la formación de
un intermediario covalente; una molécula de agua protonaria entonces el Glu218, rindiendo
un ión hidroxilo que atacaría el resto glicosio para liberar el segundo producto de la reacción,
quedando la molécula de enzima preparada para iniciar un nuevo ciclo catalítico.
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